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1 Zusammenfassung 
Amer1 ist bekannt als X-chromosomal lokalisierter Tumorsuppressor und negativer 
Regulator des Wnt-Signalwegs. Amer1 wurde als häufig mutiertes Gen in Wilms-
Tumoren entdeckt, einer Nierenkrebsform im Kindesalter. Im Wnt-Signalweg interagiert 
Amer1 unter anderem mit APC und ist als Gerüstprotein für den Abbaukomplex in die 
Degradierung von -Catenin involviert. Daneben sind weitere Wnt-unabhängige 
Funktionen für Amer1 bekannt, wie die Regulation von p53. Im kolorektalen Karzinom 
ist die Mutation des Tumorsuppressors APC ein frühes Schlüsselereignis und erfolgt in 
ca. 80 % der Tumore. Auch Amer1 ist in einer signifikanten Anzahl von Fällen als 
mutiertes Gen in dieser Krebsform beschrieben. In vielen Fällen treten Amer1-
Mutationen in Kombination mit APC-Mutationen auf, aber nicht in allen. Dadurch ergab 
sich zum einen die Frage, ob durch den Wegfall eines negativen Wnt-Regulators und 
putativen Tumorsuppressors die normale Darmhomöostase beeinträchtigt wird. Zum 
anderen ob der Verlust beider Tumorsuppressoren APC und Amer1 einen Einfluss auf 
die Tumorinitiation und -progression hat.  
Zur Klärung dieser Fragen wurde ein Mausmodell mit konditionalem Amer1 knock-out 
im intestinalen Epithel, durch die Verpaarung Amer1-gefloxter Mäuse mit Villin-Cre 
Mäusen, generiert. Der erfolgreiche und effiziente knock-out von Amer1 in den 
intestinalen Epithelzellen wurde mit quantitativer RT-PCR verifiziert. Die Analyse der 
Amer1-Deletion im Darm junger (12 – 16 Wochen) und alter Mäuse (62 – 67 Wochen) 
offenbarte keinen offensichtlichen Phänotyp. Darmmorphologie und -homöostase 
waren unverändert. Tumorgenese konnte nicht beobachtet werden. Die Untersuchung 
der Expression der Wnt-Zielgene Axin2/Conductin und LGR5 offenbarte keine 
signifikanten Änderungen, was den Schluss nahelegt, dass die Amer1-Deletion nicht 
zu einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs geführt hat.  
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die Auswirkungen des Amer1 knock-outs in den 
Tumoren von APCmin-Mäusen, welche durch eine Mutation in APC Tumore im 
gesamten Darm entwickeln, untersucht. Die Mäuse wurden im Alter von 3, 4 und 5 
Monaten analysiert. In keinem der untersuchten Parameter, wie Anzahl der Tumore, 
Tumorgröße oder Größenverteilung der Tumore konnte ein Einfluss der Amer1-
Deletion festgestellt werden. Auch die histologische Begutachtung zeigte keine 
Änderung in der Tumorstruktur oder Hinweise auf einen invasiven Charakter der 
Tumore. Mit einer Analyse der Wnt-Zielgene Axin2/Conductin und LGR5 konnte eine 
Aktivierung des Wnt-Signalwegs festgestellt werden, die jedoch auf die APC-Deletion 
zurückgeht und durch den Amer1 knock-out nicht beeinflusst wird. Obwohl Amer1 in 
einem signifikanten Anteil humaner kolorektaler Tumoren mutiert ist, deuten diese 
Daten darauf hin, dass es im murinen, intestinalen Epithel nicht als Tumorsuppressor 
wirkt. 
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2 Summary 
Amer1 is known as an X-linked tumor suppressor and negative regulator of the Wnt-
signaling pathway. Amer1 was found to be frequently mutated in Wilms tumors, a 
pediatric kidney cancer. As a known interaction partner of APC, Amer1 is involved in 
the degradation of -Catenin and regulation of Wnt/-catenin signaling. Amer1 was also 
linked to the regulation of p53.  
Mutations of the negative regulator of the Wnt pathway APC are present in the vast 
majority of human colorectal cancers. Amer1 was also found to be frequently mutated 
in this type of cancer. Most of the Amer1 mutated tumors also show mutations in APC, 
but in a few cases the Amer1 mutation is an exclusive event. On the one hand, this 
raised the question whether the loss of the negative Wnt regulator and putative tumor 
suppressor Amer1 impairs the normal intestinal homeostasis. On the other hand, 
whether the loss of both tumor suppressors Amer1 and APC has an impact on tumor 
initiation and progression.  
To elucidate the role of Amer1 in the normal gut homeostasis, a mouse model was 
established wherein Amer1 was specifically knocked out in the intestinal epithelium, 
through mating mice containing floxed Amer1 with Villin-Cre mice. Efficient knock out 
of Amer1 in intestinal epithelial cells was verified by qRT-PCR. Mice with Amer1 knock 
out in the gut showed no obvious phenotype, neither after a short-term period (12 – 14 
weeks), nor after a long-term period (62 – 67 weeks). Intestinal morphology and 
homeostasis were unchanged and tumorigenesis could not be observed. Moreover, we 
could not detect significant changes in the expression of Axin2 /Conductin and LGR5, 
suggesting the deletion of Amer1 does not lead to activation of Wnt signaling in the gut.  
In the second part of this work, the consequences of Amer1 loss in the APCmin mouse, 
which forms spontaneous intestinal tumors due to mutation in the APC gene, were 
examined. The mice were examined closely at the age of 3, 4 and 5 months. In none of 
the parameters analyzed, such as the number of tumors, tumor size or distribution of 
the tumors, an influence of the Amer1 deletion could be detected. Also, the histological 
examination showed no change in the tumor structure or indications of an invasive 
character of the tumors. An analysis of the Wnt target genes Axin2/Conductin and LGR5 
revealed activation of the Wnt signaling pathway, which, however, is due to the APC 
deletion and is unaffected by the Amer1 knock-out. In conclusion, although Amer1 is 
mutated in a significant fraction of human colorectal tumors the data suggest that it does 
not act as a tumor suppressor in the murine intestine.  
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3 Einleitung 
Das Zusammenspiel von Entwicklung und Homöostase in multizellulären Organismen 
hängt von einem komplexen Zusammenspiel zwischen Prozessen der Zellproliferation, 
Zellmigration, Zelldifferenzierung, Zelladhäsion und Zelltod ab (Logan & Nusse, 2004). 
Diese vielfältigen Reaktionen werden größtenteils durch eine relativ kleine Anzahl von 
intrazellulären Signalen koordiniert, zu denen beispielsweise der BMP-, TGF-, Notch-, 
Hh- und Wnt-Signalweg gehören. Eine wichtige Erkenntnis war, dass die durch diese 
Faktoren ausgelösten Signalwege unter pathologischen Bedingungen sehr häufig 
dereguliert sind. Der Wnt-Signalweg steuert nicht nur allgemein viele 
Entwicklungsprozesse, in einigen sich selbst erneuernden Geweben von Säugetieren, 
wie dem intestinalen Epithel, ist er essentiell für die Homöostase und Erneuerung. In 
diesem Zusammenhang ist der Wnt-Signalweg eng mit der Entstehung von 
Krankheiten, wie z.B. Krebs verknüpft (Polakis, 2012; Zhan, Rindtorff, & Boutros, 2017). 
Wnt-Proteine sind eine Familie von sekretierten Glykoproteinen, die sowohl in 
autokriner, als auch parakriner Weise wirken können. Derzeit sind 19 murine und 
humane Wnt-Proteine bekannt (http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/), 
wobei die Bindung der Wnts an Rezeptoren der Zellmembran zur Aktivierung des Wnt-
Signalwegs führt. Bis heute wurden mehrere, funktional divergierende, Wnt-basierende 
Signalwege identifiziert, wobei hauptsächlich zwischen dem -Catenin unabhängigen 
(nicht-kanonischen) und dem am besten charakterisierten -Catenin abhängigen 
(kanonischen) Signalweg unterschieden wird (Niehrs, 2012). 
3.1 Der -Catenin-abhängige Wnt-Signalweg 
Im kanonischen Wnt-Signalweg spielt die posttranslationale Kontrolle von -Catenin 
eine zentrale Rolle. In Abwesenheit des Wnt-Liganden wird die Menge an 
zytosolischem -Catenin niedrig gehalten, bedingt durch einen Ubiquitin-abhängigen, 
proteasomalen Abbau, der durch den so genannten Abbaukomplex vermittelt wird 
(Stamos & Weis, 2013).  
Dieser Abbaukomplex besteht aus mehreren Komponenten. Zum einen den 
Gerüstproteinen Axin und APC (Adenomatous polyposis coli) und den Kinasen 
CK1 (Casein kinase 1a) und GSK3/ (Glykogensynthase-Kinase 3a/b)   (Amit u.a., 
2002; Behrens u.a., 1998; Hart, de los Santos, Albert, Rubinfeld, & Polakis, 1998a; C. 
Liu u.a., 2002; Munemitsu, Albert, Souza, Rubinfeld, & Polakis, 1995; Rubinfeld u.a., 
1996, 1993). Als eine weitere, mögliche Komponente des Abbaukomplexes wird der 
putative Tumorsuppressor Amer1 (APC membrane recruitment protein 1) beschrieben 
(Annette Grohmann, Tanneberger, Alzner, Schneikert, & Behrens, 2007; Major u.a., 
2007). Zytoplasmatisches -Catenin wird durch Axin und APC gebunden und von CK1 
und GSK3/  am N-terminalen Ende phosphoryliert. Dabei wird -Catenin durch 
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CK1  an Serin 45 und nachfolgend von GSK3/ an Threonin 41, Serin 37 und Serin 
33 (C. Liu et al., 2002) phosphoryliert. Die Phosphorylierung an Serin 33 und 37 kreiert 
eine Bindestelle für die E3-Ubiquitin Ligase -TrCP, was zu einer Ubiquitinierung und 
dem anschließenden proteasomalen Abbau von -Catenin führt (Aberle, Bauer, 
Stappert, Kispert, & Kemler, 1997). Dadurch kommt es im Zellkern zu einer Inhibition 
der Expression der Wnt-Zielgene. Die TCF/LEF-Familie von DNA-gebundenen 
Transkriptionsfaktoren ist der Hauptinteraktionspartner für die -Catenin vermittelte 
Generegulation. Ohne das Wnt-Signal bindet der Repressor Groucho/TLE an TCF/LEF, 
was eine Histon-Deacetylierung und Chromatin-Verdichtung herbeiführt und so die 
Genexpression reprimiert (Cavallo et al., 1998; Roose et al., 1998) (Abb. 1A). 
 
 
Abbildung 1: Der -Catenin-abhängige Wnt-Signalweg. (A) In Abwesenheit des Wnt-Liganden 
bildet zytoplasmatisches -Catenin einen Abbaukomplex mit Axin, APC, GSK3 und CK1 und wird 
zuerst von CK1 und danach von GSK3 phosphoryliert. Phosphoryliertes -Catenin wird von der 
E3-Ubiquitinligase -TrCP erkannt, ubiquitiniert und im Proteasom abgebaut. Die Expression von 
Wnt-Zielgenen wird durch die Bindung des Repressors Groucho/TLE an TCF/LEF unterdrückt. (B) 
In Gegenwart des Wnt-Liganden bildet sich ein Rezeptorenkomplex zwischen FZD und LRP5/6. Die 
Rekrutierung von Dvl durch FZD führt zur Phosphorylierung von LRP5/6 und zur Rekrutierung von 
Axin. Damit wird der Abbaukomplex inaktiviert und der Abbau von -Catenin verhindert. Dadurch 
reichert sich -Catenin im Zytoplasma an, wandert in den Zellkern, wo es als Ko-Aktivator für 
TCF/LEF dient und die Expression entsprechender Wnt-Zielgene aktiviert (Modifiziert nach 
MacDonald, Tamai, and He 2009). 
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In Anwesenheit des Wnt-Liganden bindet dieser an den Rezeptorenkomplex aus FZD 
(Frizzled) und einen der Ko-Rezeptoren LRP5/6 (Low-density lipoprotein receptor-
related protein 5) (MacDonald & He, 2012). Das führt zur Rekrutierung von Dvl 
(Dishevelled), Axin-GSK3 und CK1 an den intrazellulären Teil des 
Rezeptorenkomplexes und zur Phosphorylierung und damit Aktivierung von LRP5/6 
(Tamai et al., 2004). Durch die Rekrutierung von Axin an die Plasmamembran wird 
letztendlich der Abbaukomplex inaktiviert, was zu einer Akkumulation von -Catenin im 
Zytoplasma führt. Gleichzeitig kann der phosphorylierte LRP5/6-Rezeptor GSK3 direkt 
inhibieren und dadurch die -Catenin Stabilisierung fördern (Stamos, Chu, Enos, Shah, 
& Weis, 2014). Stabilisiertes -Catenin wandert in den Zellkern, wo es an die LEF/TCF-
Transkriptionsfaktoren bindet, dabei Ko-Repressoren verdrängt und weitere Ko-
Aktivatoren zu den Wnt-Zielgenen rekrutiert (Behrens et al., 1996; Brunner, Peter, 
Schweizer, & Basler, 1997; Molenaar et al., 1996) (Abb. 2B). 
Während die meisten Zielgene abhängig vom Zelltyp oder spezifisch für ein 
Entwicklungsstadium sind, repräsentiert Axin2/Conductin ein generisches Zielgen, 
welches häufig als allgemeiner Indikator für einen aktivierten Wnt-Signalweg 
herangezogen wird (Lustig et al., 2002). Damit steht Axin2 stellvertretend für die 
Zielgene, die selbst auch Komponenten des Wnt-Signalwegs sind. Die durch diese 
Zielgene ausgelöste positive oder negative Rückkopplung stellt ein wichtiges Merkmal 
für eine robuste Signalantwort dar (Logan & Nusse, 2004). 
Die Signalstärke der Liganden-Rezeptoren-Wechselwirkung wird teilweise durch die 
Fähigkeit der Rezeptoren vermittelt, sich an der Zellmembran anzureichern. Die FZD-
LRP5/6-Akkumulation wird durch membrangebundene E3-Ubiquitin-Ligasen ZNRF3 
(Zinc and Ring Finger 3) und RNF43 (Ring finger protein 43) gesteuert, welche den 
Abbau des FDZ-LRP-Komplexes herbeiführen. Eine weitere Wechselwirkung 
potenziert die Wnt-Signalaktivität und wird durch R-Spondin-Liganden und LGR-
Rezeptoren vermittelt. Der R-Spondin-LGR5-Komplex führt zum Abbau der 
ZNRF3/RNF43-Rezeptoren und verhindert so deren Interaktion mit den FDZ-LRP-
Rezeptoren. Diese können sich dadurch anreichern und so das Wnt-Signal verstärken 
(Hao et al., 2012). 
3.2 Der Wnt-Signalweg und die Krebsentstehung 
Krebs ist weltweit die zweithäufigste Todesursache nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen. 
Dabei spielen Mutationen im Wnt-Signalweg bei vielen Krebsformen eine 
entscheidende Rolle. Bei Brustkrebs ist in etwa der Hälfte der Fälle ein aktivierter Wnt-
Signalweg zu verzeichnen, was gleichzeitig mit einer geringeren Überlebensrate 
verbunden ist (Khramtsov et al., 2010). So wurden in mehreren Brustkrebs-Subtypen 
hohe Level an nukleärem -Catenin, sowie häufig eine Überexpression von Wnt-
Rezeptoren und -Liganden gefunden. Im Gegensatz zu anderen Krebsformen, wie dem 
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kolorektalen Karzinom, scheinen dem Brustkrebs eher epigenetische Mechanismen, 
denn Mutationen von Wnt-Signalweg-Komponenten zu Grunde zu liegen (Klarmann, 
Decker, & Farrar, 2008). Auch bei der Entstehung von Melanomen ist ein deregulierter 
Wnt-Signalweg involviert. Aktivierende Punktmutationen in -Catenin führen zum 
Verlust der regulatorischen N-Terminalen Serin/Threonin-Reste und verhindern somit 
den proteasomalen Abbau. Im Hepatozellulären Karzinom zeigen viele Tumore eine 
Mutation in Axin oder -Catenin, aber dafür kaum Mutationen in APC. Die mitunter am 
besten charakterisierte, weil mit am häufigsten auftretende, Krebsform ist das 
sporadische kolorektale Karzinom. In Deutschland wurde 2018 bei 9,5 % der neu 
aufgetretenen Krebsfälle ein kolorektales Karzinom diagnostiziert, weltweit liegt die 
Inzidenz bei 10,2 %. In einer Vielzahl der Tumore liegt eine Mutation im 
Tumorsuppressor APC vor, aber auch andere Wnt-Komponenten können betroffen sein 
– wenn auch nicht in demselben Ausmaß wie APC. So wird geschätzt, dass bei 92 % 
der sporadischen kolorektalen Karzinome mindestens ein Regulator des Wnt-
Signalwegs mutiert ist (Muzny et al., 2012). Man kann festhalten, dass es bei den 
meisten Krebsarten zu einer Deregulation des Wnt-Signalweges kommt, sich die 
tumorspezifischen Mutationsprofile der jeweiligen Wnt-Komponenten jedoch stark 
unterscheiden (Abb. 2). 
 
 
Abbildung 2: Häufig veränderte Wnt-Komponenten bei Krebserkrankungen. In silico Analyse 
ausgewählter Datensätze aus dem TCGA-PanCancer-Atlas auf Mutationen, Amplifikationen / 
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Deletionen und Multiple Alterationen von intrazellulären Komponenten (in blau) oder extrazellulären 
Liganden und Rezeptoren (in grau). Bei den meisten Krebsarten, besonders im kolorektalen 
Karzinom, ist der Wnt-Signalweg dereguliert. Die Mutationsprofile unterscheiden sich jedoch stark 
voneinander (Modifiziert nach Wiese, Nusse, and van Amerongen 2018. Abbildung erstellt mit 
TCGA-PanCancer Datensätzen, verfügbar auf www.cbioportal.org). 
3.3 Das Darmepithel 
3.3.1 Der Aufbau des Darmepithels 
Die Hauptaufgabe des intestinalen Traktes, anatomisch unterteilt in Dünndarm und 
Kolon, besteht im Verdauen der Nahrung und Absorption der Nähstoffe. Dabei werden 
grob drei Schichten unterschieden: die glatte Muskulatur, das konvektive Gewebe und 
die Mukosa. Ein Teil der Mukosa ist das einschichtige, intestinale Epithel. In seiner 
hochspezialisierten Form übernimmt es zum einen die Aufgaben der Verdauung und 
Absorption. Zum anderen stellt es eine Barriere gegen luminale Pathogene dar und ist 
an der angeborenen und adaptiven Immunantwort beteiligt. Die Architektur des 
intestinalen Epithels ist auf maximale Oberflächenvergrößerung ausgerichtet. Erreicht 
wird diese durch fingerförmige Erhebungen der Darmschleimhaut, Villi, die 
hauptsächlich für die Absorption von Nährstoffen verantwortlich sind und Einsenkungen 
der Darmschleimhaut, bekannt als Lieberkühn-Krypten und Sitz der multipotenten 
Stammzellen, die für die kontinuierliche Erneuerung des Epithels zuständig sind. Mit 
einer vollständigen Erneuerungsrate von 3-5 Tagen, ist das intestinale Epithel das sich 
am stärksten selbst erneuernde Gewebe im adulten Säugetier. Im Gegensatz zum 
Dünndarm, der sowohl Villi als auch Krypten aufweist, befinden sich im Kolon 
ausschließlich Krypten.  
Die bereits erwähnten, intestinalen multipotenten Stammzellen, sitzen am 
Kryptenboden und bringen sogenannte Transit-amplifizierende Zellen (TA-Zellen) 
hervor. Eine sehr schnell proliferierende Zellpopulation, die den Hauptteil der Krypte 
einnimmt. Mit der Migration aufwärts entlang der Krypten-Villus Achse differenzieren 
diese immer weiter in eine der spezialisierten Zelltypen und werden nach ca. fünf Tagen 
an der Villusspitze abgestoßen. Es kann zwischen sechs Epithelzelltypen 
unterschieden werden (van der Flier & Clevers, 2009). Der am häufigsten vertretene 
Zelltyp sind absorbierende Enterozyten, hochgradig polarisiert und säulenförmig. 
Becherzellen und Enteroendokrine-Zellen sind für die Schleim- und Hormonsekretion 
zuständig und sowohl in Villi, als auch in Krypten vertreten. Relativ seltene Tuftzellen 
sind ebenfalls überall entlang der Krypten-Villus-Achse zu finden und dienen 
wahrscheinlich dazu den Lumeninhalt zu erfassen (Gerbe, Legraverend, & Jay, 2012). 
Panethzellen nehmen die untersten Positionen der Krypte ein und sind dafür bekannt, 
zum Schutz der Stammzellen antimikrobielle Peptide und Enzyme zu sekretieren 
(Bevins & Salzman, 2011). Zusätzlich produzieren Panethzellen Faktoren, die das 
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Wachstum und die Aufrechterhaltung der Stammmzellnische fördern, wie z.B. EGF-, 
Notch und Wnt-Liganden (Sato et al., 2011). Im Gegensatz zu den anderen Zelltypen 
wandert dieser Zelltyp nicht nach oben Richtung Villusspitze, sondern bleibt am 
Kryptenboden, lokalisiert zwischen den Stammzellen. Schließlich gibt es so genannte 
M-Zellen, die im spezialisierten Epithel über den Peyer-Drüsen angesiedelt sind. Peyer-
Drüsen gehören zum lymphatischen System und spielen eine wichtige Rolle bei der 
Infektionsabwehr im Darm. M-Zellen fungieren dabei wahrscheinlich als Portale für 
luminale Antigene (Abb. 3). 
 
 
Abbildung 3: Der Aufbau des intestinalen Epithels. Das intestinale Epithel ist aus mehreren Arten 
von Stammzellen und differenzierten Zellen aufgebaut. Am Kryptenboden befinden sich die LGR5-
positive Stammzellen, umgeben von Panethzellen. Eine kleine Population von Reservestammzellen 
befindet sich während der Homöostase direkt über der Kryptenbasis und unter den transient 
amplifizierenden Vorläuferzellen (TA-Zellen). Die Reservestammzellen werden bei Gewebeschäden 
mobilisiert. Reifende Zellen wandern weitern aufwärts, verlassen die Krypte um sich terminal in 
Enterozyten, Becherzellen, Enteroendokrine Zellen oder Tuftzellen zu differenzieren. Die Zellen 
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bewegen sich während ihrer Lebensdauer weiter Richtung Villusspitze und werden nach ca. 3 – 5 
Tagen ins Darmlumen abgestoßen. Das Gleichgewicht zwischen Proliferation und Differenzierung 
wird dabei unter anderem vom Wnt-Signalweg reguliert, dessen Aktivität am stärksten am 
Kryptenboden ist. Quelle der Wnt-Signale sind, neben den Panethzellen, auch mesenchymale Zellen 
(Modifiziert nach Czerwinski, Shroyer, and Spence 2018). 
 
3.3.2 Der Wnt-Signalweg im Darmepithel 
…während der Homöostase 
Die treibende Kraft der Proliferation der Epithelzellen in den intestinalen Krypten ist der 
Wnt-Signalweg. Eine Vielzahl von funktionellen Studien bestätigen diese Aussage und 
zeigen, dass der Wnt-Signalweg hauptverantwortlich ist für den Wechsel von 
Proliferation zu Differenzierung. Wie wichtig ein aktivierter Wnt-Signalweg für die 
Aufrechterhaltung der Kryptenhomöostase ist, zeigen Experimente in denen der Wnt-
Signalweg reprimiert wurde: Mäuse mit einem knock-out des Transkriptionsfaktors 
TCF4 (Korinek et al., 1998) oder der intestinalen Deletion von -Catenin (Fevr, Robine, 
Louvard, & Huelsken, 2007; Ireland et al., 2004) oder der Überexpression des Wnt-
Inhibitors Dkk1 (Kuhnert et al., 2004; Pinto, Gregorieff, Begthel, & Clevers, 2003), 
zeigen in allen Fällen eine dramatische Reduktion der Proliferation und daraus 
resultierendes Fehlen der intestinalen Krypten. Im umgekehrten Ansatz der Wnt-
Signalwegaktivierung durch transgene Expression des Wnt-Agonisten R-Spondin, 
konnte eine massive Hyperproliferation in den Krypten beobachtet werden (K.-A. Kim 
et al., 2005). Ebenfalls zeigen die Level an nukleärem -Catenin, mit höchster 
Ausprägung am Kryptenboden und ständiger Abnahme Richtung Villusspitze, wie 
wichtig der Wnt-Signalweg für die Aufrechterhaltung der Stammzellnische ist (van de 
Wetering et al., 2002). Wnt-Liganden werden im Überschuss von epithelialen 
Panethzellen und von die Krypte umgebenden, mesenchymalen Zellen produziert 
(Farin, Van Es, & Clevers, 2012; Kabiri et al., 2014). Panethzellen sind zum einen 
Quelle von Wnt-Signalen, zum anderen sind sie für eine korrekte Entwicklung und 
Formation aber auch selbst davon abhängig. In Zusammenhang mit der Produktion der 
Wnt-Liganden in der Stammzellnische, wurde in Wnt-Zielgenanalysen die Existenz 
eines Wnt-Gradienten entdeckt, mit der höchsten Ausprägung im basalen Teil der 
Krypte. Dieser entsteht durch die an die Zellmembran der Stammzellen gebundenen 
Wnts. Bei jeder Zellteilung und Aufwärtsbewegung weg vom Kryptenboden werden die 
Wnts verdünnt und erschaffen so den Gradienten (Farin et al., 2016).  
 
…während der Regeneration 
Auch für die Regeneration des intestinalen Epithels spielt der Wnt-Signalweg eine 
entscheidende Rolle. So wurde herausgefunden, dass die Deletion des Wnt-Zielgens 
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Myc die Regeneration des Darmepithels nach radioaktiver Bestrahlung mit 14 Gy 
behindert, resultierend in einem massiven Verlust der Krypten. Nachgelagert von 
Wnt/Myc kommt es zu einer Hochregulation von FAK (focal adhesion kinase). FAK ist 
essentiell für die Aufrechterhaltung der Wnt-gesteuerten Proliferation während des 
Regenerationsprozesses. Daneben aktiviert FAK den AKT/mTOR Signalweg und 
unterdrückt dadurch die Apoptose (Ashton et al., 2010). Auch der nicht kanonische Wnt-
Signalweg scheint nach einer mechanischer Verletzung im Kolon in den 
Regenerationsprozesse involviert zu sein (Miyoshi, Ajima, Luo, Yamaguchi, & 
Stappenbeck, 2012). Mehrere Studien konnten zeigen, dass eine Steigerung der Wnt-
Signalaktivität zu einer gesteigerten Regeneration des zerstörten Darmepithels führt. 
Beispielsweise zeigen Mäuse, denen R-Spondin nach einer Chemotherapie verabreicht 
wurde, eine verbesserte Regeneration (K.-A. Kim et al., 2005). 
 
…im Alter 
Altern ist ein sehr komplexer Prozess, der letztendlich zu einer Abnahme der 
Organfunktion und zellulären sowie molekularen Schäden führt. Altern beeinflusst die 
Stammzellfunktion und damit auch die Regenerationsfähigkeit von sich-selbst-
erneuernden Geweben. So zeigte eine Studie, dass die permanente Expression von 
Wnt1 in der Epidermis der Haut, zu einer ständigen Aktivierung von mTOR (mechanistic 
target of rapamycin) führt und letztendlich in einem Phänotyp der vorzeitigen Alterung 
endet. Umgekehrt resultiert eine Abnahme der Wnt-Aktivität im Alter in einer Reduktion 
des regenerativen Potentials des intestinalen Epithels. Diese Reduktion von Wnt3 im 
gealterten Darm, konnte innerhalb der Stammzellen und der dazugehörigen Nische 
nachgewiesen werden (Nalapareddy et al., 2017). Es wird vermutet, dass die Reduktion 
des Wnt-Signals eine Art schützenden Mechanismus darstellt, um altersbedingten 
Mutationen entgegenzuwirken. 
 
…in Krebs 
Wie bereits dargelegt, spielt der Wnt-Signalweg eine Schlüsselrolle in adulten, sich-
selbst erneuernden Geweben. In solchen Geweben ist eine mutationsbedingte 
Deregulation der Wnt-Kaskade eng mit einer malignen Transformation verknüpft. Das 
intestinale Epithel stellt das am besten untersuchte Gewebe in diesem Kontext dar. 
Eine genauere Beschreibung der Beteiligung des Wnt-Signalwegs an der 
Krebsentstehung im intestinalen Epithel, folgt in den nächsten Kapiteln.  
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3.4 Das Kolorektale Karzinom 
Im Darm sind besonders das Kolon und Rektum häufig von gutartigen und malignen 
Tumoren, den Adenomen und Karzinomen betroffen. Dabei ist das kolorektale 
Karzinom, laut Daten der International Agency for Research on Cancer, in Deutschland 
die vierthäufigste Krebserkrankung unter Männer und Frauen (Stand 2018). Fast ein 
Viertel der Patienten verstirbt an dieser Krebsart (Ferlay J, Ervik M, Lam F, Colombet 
M, Mery L, Piñeros M, Znaor A, Soerjomataram I, 2018) (Abb. 4). 
 
 
Abbildung 4: Altersstandardisierte Raten der Inzidenzen und Mortalitätsraten der Top-10 
Krebsarten in Deutschland. (Ferlay J, Ervik M, Lam F, Colombet M, Mery L, Piñeros M, Znaor A, 
Soerjomataram I, 2018). 
 
Das kolorektale Karzinom resultiert aus einer progressiven Ansammlung multipler 
genetischer und epigenetischer Anomalien innerhalb der Zelle. Rund 65 % aller Fälle 
von Dickdarmkrebs sind sporadischer Natur, ohne familiäre Vorbelastung oder eine 
offensichtliche genetische Prädisposition. Die verbleibenden Fälle sind familiär bedingt 
und beruhen auf einer vererbten Anfälligkeit, die möglicherweise mit Umweltfaktoren in 
Wechselwirkung tritt (Burt, 2007). Bei der vererbbaren Form von Dickdarmkrebs gibt es 
mehrere Varianten. Die bekannteste ist die Familiäre adenomatöse Polyposis (FAP) mit 
einer Mutation in einem Allel des APC-Gens. Eine weitere ist das hereditäre non-
polypöse Kolonkarzinom (HNPCC), gekennzeichnet durch Mutationen in DNA-
Mismatch-Reparaturgenen und daraus resultierende Mikrosatelliteninstabilität (Lynch & 
de la Chapelle, 2003).  
Ob sporadisch oder mit einer genetischen Disposition, im Allgemeinen beginnt 
Darmkrebs mit der Transformation von normalem intestinalem Epithel hin zu einem 
gutartigen Adenom. Durch eine schrittweise Anhäufung von genetischen und 
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epigenetischen Veränderungen entstehen letztendlich invasive und metastasierende 
Tumore. Dabei unterscheidet man drei Arten der genomischen Instabilität, die bei der 
Entstehung und Entwicklung des kolorektalen Karzinoms beteiligt sind: (i) CIN 
(Chromosomale Instabilität) stellt mit 85 % die häufigste Form im sporadischen 
kolorektalen Karzinom dar. (ii) MSI (Mikrosatelliteninstabilität) hervorgerufen durch eine 
gestörte DNA-Mismatch-Reparatur (MMR). Diese tritt nur bei ca. 15 % der sporadischen 
Darmkrebsfälle auf, jedoch zu 95 % bei der erblichen Variante HNPPC. (iii) CIMP (CpG 
island methylator phenotype) beruht auf einer epigenetischen Stilllegung von Genen 
durch DNA Hypermethylierung (Grady, 2005; Tsang et al., 2014). 
CIN stellt mit 85 % den am häufigsten vorkommenden Instabilitätsweg bei der 
Transformation eines Adenoms hin zum Karzinom dar. CIN führt in hohem Maß zu dem 
Verlust oder Zugewinn von ganzen oder großen Teilen von Chromosomen. Das hat 
Aneuploidie und eine hohe Frequenz von LOH (loss of heterozygosity) in 
Tumorsuppressorgenen zur Folge. Der Verlust der Heterozygotie ist ein häufiges 
Merkmal von Krebs und weist auf das Fehlen eines Tumorsuppressorgens in der 
betreffenden Region hin. Beschrieben wird dieser Vorgang in der Knudsenhypothese 
(Two-Hit-Hypothese) (Knudson & Jr., 1971). Dabei wird das erste Allel eines 
Tumorsuppressorgens wahrscheinlich durch eine Punktmutation verändert und 
stillgelegt (first hit). Bei vererbbaren Formen von Krebs, ist diese Mutation bereits in der 
Keimbahn angelegt. Dieser first hit führt nicht zu Krebs, da ein intaktes Allel des 
betreffenden Gens noch vorhanden ist. Erst der sogenannte second hit, also die 
Mutation bzw. Deletion des zweiten Allels, resultiert in einem Verlust der Funktion des 
betreffenden Tumorsuppressorgens und führt damit zur Entwicklung von Krebs. CIN-
Tumore sind gekennzeichnet durch eine Akkumulation von Mutationen in spezifischen 
Protoonkogenen KRAS und BRAF und in Tumorsuppressorgenen, wie APC und TP53 
(Pino & Chung, 2010). Die Reihenfolge, in welcher die bestimmten Mutationen 
akkumulieren ist dabei nicht zufällig. Nur eine bestimmte Mutation in einem bestimmten 
Tumorstadium erzeugt einen selektiven Vorteil und fördert so die Tumorprogression. 
Beschrieben wird diese Abfolge im Konzept der Adenom-Karzinom-Sequenz (Fearon 
& Vogelstein, 1990). In diesem Model steht die Mutation des Tumorsuppressors APC 
ganz am Anfang, gefolgt von einer Mutation im Protoonkogen KRAS im frühen 
Adenomstadium. Die Deletion von Chromosom 18q und Inaktivierung des 
Tumorsuppressors TP53 in den späteren Adenomstadien führen letztendlich zur 
Entstehung eines Karzinoms (Abb. 5). 
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Abbildung 5: Kolorektale Adem-Karzinom-Sequenz. Die Progression vom normalen Epithel über 
ein Adenom hin zum kolorektalen Karzinom ist charakterisiert durch akkumulierte Anomalien in 
bestimmten Genen. Die APC-Mutation und damit ein deregulierter Wnt-Signalweg ist der erste 
Schritt der Transformation. Die Adenom-Karzinom-Sequenz wird durch drei Hauptwege verursacht: 
CIN (Chromosomale Instabilität), MSI (Mikrosatelliteninstabilität) und CIMP (CpG island methylator 
phenotype). Dabei verursachen Mutationen in DNA-Mismatch-Reparaturgenen Mikrosatelliten-
instabilität und die sukzessive Mutation von Krebszielgenen, was zu jedem Zeitpunkt in der Adenom-
Karzinom-Sequenz auftreten kann (Modifiziert nach Nguyen et al. 2018). 
 
3.4.1 Die Rolle von APC im kolorektalen Karzinom 
Die Mutation und Inaktivierung des Tumorsuppressorgens APC erfolgt in ca. 80 % der 
kolorektalen Tumore und ist ein frühes Schlüsselereignis bei der Entstehung dieser 
Krebsform, sowohl in der erblichen, als auch sporadischen Variante (Fodde, Smits, & 
Clevers, 2001).  
Die erbliche Darmkrebserkrankung Familiäre adenomatöse Polyposis (FAP) war auch 
ursprünglich namensgebend für APC, da dort Mutationen im Adenomatous polyposis-
Gen als Auslöser für die Tumore identifiziert wurden. Bei dieser autosomal dominant 
vererbten Erkrankung liegt durch eine Keimbahnmutation die Inaktivierung eines APC-
Alles vor. Durch eine zusätzliche somatische Mutation oder den Verlust des 
verbleibenden Wildtyp -APC-Allels, entwickeln die Patienten bereits in jungen Jahren 
eine Vielzahl von Adenomen im Kolon und Rektum, welche über einen kurzen Zeitraum 
durch eine beschleunigte Adenom-Karzinom-Sequenz hin zum malignen Karzinom 
entarten können (Groden et al., 1991).  
Auch in sporadischen Darmkrebstumoren mit CIN-Phänotyp, liegt in 80-85 % der Fälle 
eine Mutation von APC vor (Worthley & Leggett, 2010). Damit folgt APC dem 
klassischen two-hit Modell der Tumorsuppressorinaktivierung von Knudsen. 
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3.4.1.1 Struktureller Aufbau und funktionelle Domänen von APC 
Das APC-Gen ist auf dem Chromosom 5q21-q22 lokalisiert und besteht aus 8535 
Nukleotiden. Diese kodieren für ein Protein mit der Größe von 310 kDa, bestehend aus 
2843 Aminosäuren. APC ist ein Multidomänenprotein und interagiert mit einer Vielzahl 
von Bindungspartnern. Das APC-Protein ist ein wesentlicher Bestandteil des Wnt-
Signalwegs, spielt aber ebenso eine Rolle in der Zell-Zell-Adhäsion, bei der Stabilität 
des Mikrotubuli-Zytoskeletts, bei der Regulation des Zellzyklus und bei der Apoptose. 
Vom N-Terminus hin zum C-Terminus, ist das APC-Gen unter anderem aus einer 
Oligomerisierungsdomäne, Armadillo-repeat-Domäne, 15- oder 20-Aminosäure-
repeats, SAMP-repeats, Basische Domäne, EB1- und DLG-bindende Domänen 
aufgebaut (Aoki & Taketo, 2007).  
Durch die Oligomerisierungsdomäne kann APC Homodimere bilden (Su et al., 1993). 
Die Aminosäuren 6 – 57 sind für diesen Vorgang ausschlaggebend (Joslyn, 
Richardson, White, & Alber, 1993). Dabei ist es möglich, dass Wildtyp-APC auch 
Dimere mit mutiertem APC bilden kann (Joslyn et al., 1993), wodurch die Menge an 
verbleibendem Wildtyp-APC sinkt. Daher wird vermutet, dass mutiertes APC einen 
dominant-negativen Effekt auslösen kann, indem es zusätzlich die 
Tumorsuppressorfunktion von Wildtyp-APC reduziert (W Bodmer & Bodmer, 1999; 
Walter Bodmer, Bishop, & Karran, 1994; Su et al., 1993). Jedoch gibt es auch Hinweise 
gegen einen dominant-negativen Effekt (Oshima, Oshima, Kobayashi, Tsutsumi, & 
Taketo, 1995). Dieser Zusammenhang bedarf somit noch weiterer Forschung.  
Die Armadillo-repeat-Domäne ist hochgradig konserviert und bindet eine Vielzahl von 
Proteinen. Darunter IQGAP1 (IQ-motif-containing GTPase activation protein 1), PP2A 
(Protein phosphatase 2), Asef (APC-stimulated guanine nucleotide exchange factor) 
und KAP3, Amer1, Amer2 und Amer3 (Brauburger et al., 2014; A Grohmann, 2007; 
Jimbo et al., 2002; Kawasaki et al., 2000; Pfister, Tanneberger, Schambony, & Behrens, 
2012; Seeling et al., 1999; Watanabe et al., 2004). Diese Interaktionen tragen 
wesentlich zur Stimulation der Zellmigration und Zelladhäsion bei.  
Die nachfolgenden 15- oder 20-Aminosäure-repeats und SAMP-repeats spielen eine 
zentrale Rolle in der Regulierung des Wnt-Signalweges durch Unterstützung des 
proteasomalen Abbaus von -Catenin. In dieser Region sind sowohl Bindestellen für  
-Catenin, als auch Axin lokalisiert (Hart, de los Santos, Albert, Rubinfeld, & Polakis, 
1998b).  
Die Basische Domäne und EB1-, DLG-Domänen können entweder direkt oder durch 
Interaktion mit EB1 an Mikrotubuli binden und sind damit wichtig für die Stabilisierung 
der Mikrotubuli, kinetochore Funktionen und Chromosomensegregation (Kaplan et al., 
2001; Näthke, Adams, Polakis, Sellin, & Nelson, 1996; Sansom et al., 2004) (Abb. 6A). 
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Abbildung 6: Struktur und Funktionen von Wildtyp- und trunkiertem APC. (A) Wildtyp-APC 
enthält mehrere Domänen. Die Oligomerisierungsdomäne, Armadillo-repeats, 15- oder 20-
Aminosäure-repeats, welche für die Bindung von -Catenin wichtig sind. SAMP-repeats, die für die 
Bindung von Axin wichtig sind. Eine Basische Domäne, welche die Bindung an Mikrotubuli vermittelt, 
sowie C-terminale Domänen, die an EB1-Proteine binden. Aufgrund seiner zahlreichen 
Wechselwirkungen mit einer Vielzahl von Proteinen ist APC an zellulären Prozessen beteiligt, die 
mit Zellmigration, -adhäsion, -proliferation, -differenzierung und Chromosomensegregation 
zusammenhängen. Die meisten APC-Mutationen treten innerhalb der Mutationsclusterregion (MCR) 
auf. (B) C-terminal trunkiertem APC fehlen die Domänen für die Bindung an Mikrotubuli, EB1 und 
teilweise -Catenin. Das führt zur Induktion von chromosomaler Instabilität, Aktivierung der 
Proliferation und Hemmung der Differenzierung. Trunkiertes APC kann dominante Eigenschaften 
haben, die zu einer stärkeren Stimulierung der Zellmigration und zur Förderung des Zellüberlebens 
führen (Modifiziert nach Zhang and Shay 2017). 
 
3.4.1.2 Mutationen von APC 
Wie bereits erwähnt, stellt die Mutation von APC einen sehr frühen, wenn nicht initialen 
Schritt zur kolorektalen Karzinogese dar und konnte bereits in kleinsten Adenomen und 
AKF (Aberranten Krypten Foci) nachgewiesen werden (Jen et al., 1994). Dabei führen 
diese Mutationen nicht zu einem kompletten Verlust des APC-Proteins. Vielmehr 
generieren sie ein vorzeitiges Stopp-Kodon, durch welches ein trunkiertes, aber stabiles 
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Protein entsteht. Der Hauptteil der Mutationen (60 %) tritt zwischen Kodon 1286 und 
1513 auf, in der sogenannten MCR (Mutation cluster region) (Mori et al., 1992). Eine 
Analyse von Tumoren von FAP-Patienten zeigte, dass es sogar wechselseitige 
Abhängigkeiten der Mutationen bei den two hits von APC zu geben scheint. So sind 
Keimbahnmutationen innerhalb der MCR mit einem kompletten Verlust des Wildtyp-
Alles assoziiert. Andererseits sind Keimbahnmutationen außerhalb der MCR eher mit 
Trunkierung von APC als second hit assoziiert (Rowan et al., 2000). Zusätzlich gibt es 
eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein einer Keimbahnmutation in der MCR 
und dem Schweregrad der Tumorbelastung (Ficari et al., 2000). Die häufigsten 
Mutationen (85,7 %) sind Trunkierungen. Lediglich bei 14,3 % handelt es sich um 
Missense-Mutationen (The Cancer Genome Atlas). Durch den Verlust der C-terminalen 
Sequenz von APC gehen unter anderem Bindestellen für -Catenin, Axin und für 
Mikrotubuli verloren. Damit verliert APC die Funktion als Tumorsuppressor und initiiert 
so die Entstehung eines Adenoms (Abb. 6B, Abb. 7). 
Es gibt einen hohen Selektionsdruck auf APC-Mutationen die ein oder zwei 
verbleibende 20-Aminosäure-repeats besitzen und damit noch einen bestimmten Level 
des Abbaus von -Catenin erlauben (Kunttas-Tatli et al., 2015; Schneikert, Grohmann, 
& Behrens, 2007). Eine Erklärung dafür liefert die just-right-Hypothese, welche besagt, 
dass diejenigen APC-Mutationen bevorzugt werden, die einen bestimmten Level an  
-Catenin belassen, der optimal für die Entstehung eines Tumors ist (Albuquerque et 
al., 2002). Die Deletion aller -Catenin-Bindestellen würde zu einem konstitutiv aktiven 
Wnt-Signalweg und damit zu umfangreichen Veränderungen in der Genregulation 
führen. Damit einher geht ein erhöhtes Apoptoserisiko, welches sich negativ auf die 
Tumorentstehung auswirken würde (K. Kim, Pang, Evans, & Hay, 2000). Verbleiben 
aber genug -Catenin-Bindestellen, wird lediglich ein partieller Abbau von -Catenin 
gefördert, der genau das richtige Maß an Wnt-Signalaktivität liefert, das es braucht um 
eine erhöhte Proliferation zu erzielen, ohne dabei den Zelltod zu riskieren. 
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Abbildung 7: APC-Mutationen im kolorektalen Karzinom. Das Lollipop-Diagramm zeigt die 
Verteilung und Art der Mutationen von APC im kolorektalen Karzinom. MCR (Mutation cluster 
region). Abbildung erstellt mit dem TCGA-PanCancer Datensatz, verfügbar auf www.cbioportal.org. 
Anzahl der Proben in der TCGA-PanCancer Studie (n = 594) (Modifiziert nach Zhang and Shay 
2017). 
 
3.4.1.3 Tumorrelevante Funktionen von APC im Wnt-Signalweg 
APC ist ein Schlüsselprotein in der negativen Regulation des Wnt-Signalwegs. Dabei 
wirkt APC als Gerüstprotein für den Abbaukomplex, der die Phosphorylierung von  
-Catenin bewirkt und letztendlich den proteasomalen Abbau von -Catenin 
herbeiführt. Dabei fördert APC die Multimerisierung von Axin, stabilisiert damit den 
Axin-Komplex und erhöht somit die Effizienz des Abbaukomplexes (Pronobis, Rusan, 
& Peifer, 2015). Mutiertes APC ohne Bindestellen für Axin und -Catenin führt zu einem 
gestörten Abbaukomplex und damit zur Akkumulation von -Catenin im Zytoplasma. Im 
weiteren Verlauf führt dies zu einer Hochregulation von Wnt-Zielgenen. Insbesondere 
die Zielgene Cyclin-D1 und Myc sind bekannte Treiber in der Tumorentstehung, 
aufgrund ihrer Beteiligung in Zellproliferation, Apoptose und Zellzyklusprogression (He 
et al., 1998; Tetsu & McCormick, 1999). 
 
3.4.1.4 Tumorrelevante Funktionen von APC außerhalb des Wnt-Signalwegs 
Zelladhäsion und im Zytoskelett 
Mutiertes APC fördert nicht nur über einen aktvierten Wnt-Signalweg die 
Tumorentstehung, sondern auch durch den Verlust von Zell-Zell-Kontakten (Bienz & 
Hamada, 2004). APC interagiert mit dem subzellulären Pool von -Catenin. Dieser stellt 
eine Komponente der Adherens Junctions dar, welche E-Cadherin mit -Catenin und 
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Aktin Zytoskelett verbinden (Kemler, 1993; Su et al., 1993). Dabei reguliert APC die 
Zelladhäsion wahrscheinlich über die Kontrolle der Verteilung von -Catenin und  
E-Cadherin zwischen dem Zytoplasma und der Plasmamembran. Man kann also davon 
ausgehen, dass deregulierte APC-Level mit einer veränderten Zelladhäsion 
einhergehen. So untersuchte eine Studie die ektopische Expression von Wildtyp-APC 
in einer kolorektalen Tumorzelllinie mit trunkiertem APC. Es konnte gezeigt werden, 
dass die Menge an E-Cadherin an der Zellmembran ansteigt und dadurch -Catenin 
aus dem Zellkern sowie dem Zytoplasma an die Plasmamembran transloziert wird, was 
einen Anstieg der Zelladhäsion zur Folge hatte (Faux et al., 2004). APC-Mutanten ohne 
Bindestellen für -Catenin zeigten eine verminderte Zelladhäsion. 
APC bindet und stabilisiert Mikrotubuli direkt oder durch Interaktion mit EB1, ein Protein 
welches vermehrt an den Plusenden von Mikrotubuli lokalisiert ist (Su et al., 1995; 
Zumbrunn, Kinoshita, Hyman, & Näthke, 2001). Ebenso ist APC an den Kinetochoren 
von mitotischen Zellen lokalisiert und bildet dort einen Komplex mit den Checkpoint-
Proteinen Bub1 und Bub3 (Kaplan et al., 2001). Ein knock-out von APC in kolorektalen 
Krebszelllinien vermindert die Assoziation der Checkpoint-Proteine mit den 
Kinetochoren und beeinflusst den Fortgang der Mitose bzw. führt zu einer gestörten 
Mitose ohne Beendigung der Zellteilung. Zusammengenommen führt C-terminal 
trunkiertes APC, aufgrund der verloren gegangenen Bindedomänen von Mikrotubuli, zu 
Dysfunktionen im Spindelapparat und dem Fortgang der Mitose. Das fördert den CIN-
Phänotyp während der Tumorprogression.  
 
Kontrolle des Zellzyklus 
Es wird vermutet, dass mutiertes APC durch eine gestörte Aufrechterhaltung der G1/S-
Phasen-Kontrolle zu einer aberranten Zellproliferation beiträgt. So blockiert die 
Überexpression von Wildtyp-APC die Zellzyklusprogression von der G0/G1 zur  
S-Phase. Mutiertes APC ist jedoch nicht in der Lage einen ähnlichen Effekt 
hervorzurufen (Baeg et al., 1995). Zum Teil beruht dieser Effekt auf der Regulation der 
-Catenin-/TCF-vermittelten Transkription der S-Phase Regulatoren Cyclin D1 und  
c-Myc (Heinen et al., 2002). Es ist aber auch möglich, dass APC die Proliferation auf  
-Catenin-unabhängige Weise beeinflusst. 
 
3.4.2 Die Rolle von weiteren Wnt-Komponenten im kolorektalen Karzinom 
Bei der überwältigenden Dominanz von APC-Mutationen im kolorektalen Karzinom, 
spielen Mutationen von anderen Wnt-Komponenten lediglich eine untergeordnete Rolle 
(Abb. 8). Erst kürzlich wurde RNF43, ein negativer Regulator des Wnt-Signalwegs, als 
ein weiteres, häufig mutiertes Gen in Darmkrebs gefunden. Dabei treten die Mutationen 
von RNF43 eher bei Tumoren mit Mikrosatelliteninstabilität auf und sind zum Teil 
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unabhängig von APC-Mutationen (Giannakis et al., 2014). Die Mutationsraten 
schwanken dabei zwischen 10-19 % und sind abhängig von der jeweiligen 
herangezogenen Studie. Auch für -Catenin wurde in wenigen Tumoren mit Wildtyp-
APC aktivierende Punktmutationen gefunden, welche zum Wegfall der regulatorischen 
N-Terminalen Ser/Thr-Reste führen (Morin et al., 1997). In anderen Fällen wurden in 
kolorektalen Karzinomen ohne APC-Veränderung Mutationen von Axin2 entdeckt. 
Dabei handelt es sich hauptsächlich um Tumore mit gestörter DNA-Mismatch-
Reparatur (W. Liu et al., 2000). Patienten mit einer Keimbahnmutation von Axin2 haben, 
neben einer Zahnagenese, zusätzlich ein erhöhtes Risiko Darmkrebs zu entwickeln 
(Lammi et al., 2004). Ebenfalls in einem sehr geringen Ausmaß wurden Genfusionen, 
welche TCF4/TCF7l2 (Bass et al., 2011) oder auch R-Spondins (Seshagiri et al., 2012) 
involvieren, beobachtet.  
Amer1 stellt eine weitere, häufig mutierte Komponente des Wnt-Signalwegs dar und 
tritt hauptsächlich in Kombination mit APC-Mutationen auf, jedoch auch exklusiv ohne 
APC-Mutationen. Eine ausführliche Einführung zu Amer1 und dessen Relevanz in der 
Krebsentstehung folgt im nächsten Kapitel. 
 
 
Abbildung 8: Mutationsrate von Wnt-Komponenten im kolorektalen Karzinom. Häufig mutierte 
extrazelluläre und intrazelluläre Wnt-Komponenten im kolorektalen Karzinom. Datensätze aus dem 
TCGA-PanCancer-Atlas verfügbar auf www.cbioportal.org. Anzahl der Proben in der TCGA-
PanCancer Studie (n = 594). 
3.5 Das Amer1 Protein 
Amer1 gehört zu einer Genfamilie bestehend aus drei konservierten Proteinen: die als 
negative Wnt-Regulatoren bekannten Proteine Amer1 und Amer2, sowie das als 
positiver Wnt-Regulator bekannte Amer3. 
Amer1 ist zusätzlich unter den Namen WTX und FAM123B bekannt, was zum Teil in 
der parallelen Entdeckungsgeschichte dieses Gens begründet liegt. Zum einen wurde 
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Amer1 von Grohmann et al. in einem yeast-two hybrid screen über die Interaktion mit 
der Armadillo-Domäne von APC entdeckt. Aufgrund der nachgewiesenen Rekrutierung 
von APC durch Amer1 an die Plasmamembran, wurde der Name Amer1 (APC 
membrane recruitment 1) gewählt (Annette Grohmann et al., 2007). Zum anderen 
fanden Rivera et al. bei der Untersuchung von Wilms-Tumoren, einer Nierenkrebsform 
im Kindesalter, in einem Drittel der Tumore Deletionen in dem bisher nicht 
charakterisierten Gen FAM123B. Aufgrund der X-chromosomalen Lokalisation dieses 
Gens wurde der Name WTX (Wilms Tumor on the X-Chromosome) geprägt (Rivera et 
al., 2007).  
 
3.5.1 Die Amer-Genfamilie 
3.5.1.1 Evolution 
Amer1/WTX war der Ausgangspunkt für die Entdeckung einer neuen Proteinfamilie. 
Vergleiche mit der Aminosäuresequenz von Amer1 im humanen und murinen Genom 
ergaben zwei weitere Gene mit hoher Sequenzähnlichkeit: Amer2 und Amer3. In 
weiterführenden in silico Analysen wurden Orthologe in sämtlichen untersuchten 
Vertebraten gefunden, jedoch keine in Invertebraten, wie z.B. Drosophila. Innerhalb der 
drei Amer-Proteine wurden sechs konservierte Bereiche identifiziert, die ebenfalls in 
allen Orthologen konserviert sind. Dadurch ergibt sich die Schlussfolgerung, dass es 
ein gemeinsames Ursprungsgen geben muss. In einem phylogenetischen Stammbaum 
wird deutlich, dass die Amer-Proteine drei unterschiedliche Gruppen bilden, Amer1 und 
Amer2 aber ein höheres Maß an Sequenzähnlichkeit aufweisen. Da die drei Amer-Gene 
auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind, ist es wahrscheinlich, dass diese 
durch Genomduplikation entstanden sind. Zudem befinden sich alle Amer-Gene in der 
Nachbarschaft von ARHGEF (rho guanine nucleotide exchange factor) und MTMR 
(myotubulin related protein) Paralogen, was ebenfalls darauf hinweist, dass es ein 
gemeinsames Ursprungsgen geben muss. Theoretisch könnten aus dem Ur-Amer nach 
zwei Genduplikationen vier Amer Gene entstanden sein, von denen eines 
wahrscheinlich wieder verlorenen gegangen ist (Boutet, Comai, & Schedl, 2010; Ohno, 
1970). 
3.5.1.2 Expression im murinen Embryo 
Gene aus derselben Familie zeigen oftmals ähnliche Expressionsmuster. Und 
tatsächlich zeigen die drei Amer-Gene in der Embryonalentwicklung von Mäusen eine 
stark überlappende Expression. Alle drei Gene sind stark im zentralen und peripheren 
Nervensystem exprimiert, was eine Beteiligung an der Neurogenese vermuten lässt. 
Von allen drei Amer-Genen besitzt Amer1 das breiteste Expressionsspektrum und 
konnte in Geweben, welche sich sowohl aus Ektoderm, Endoderm, als auch Mesoderm 
entwickelt haben, nachgewiesen werden. In Mausembryonen (E14.5) zeigte Amer1 
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eine ausgeprägte Expression im sich entwickelnden Skelett und Schädel, im Thymus 
und den Bronchiolen der Lunge. In den Diaphysen der Röhrenknochen, in denen ab 
diesem Gestationsalter die Ossifikation einsetzt, wurde eine deutlich niedrigere 
Expression festgestellt (Jenkins et al., 2009). Die Expression von Amer2 ist wesentlich 
schwächer und unter anderem in Lunge, Niere, Blase und Muskeln zu finden. Amer3 
dagegen ist ausschließlich im neuronalen Gewebe exprimiert (Comai, Boutet, Neirijnck, 
& Schedl, 2010). 
 
3.5.2 Amer1 Struktur und Interaktion 
Amer1 ist ein X-chromosomal lokalisiertes Gen (Xq11.1) und kodiert für ein Protein mit 
1135 Aminosäuren. Datenbankenanalysen zeigen, dass Orthologe des Gens in 
Vertebraten, einschließlich Zebrafisch vorhanden sind, diese aber keine substanzielle 
Homologie mit anderen Genen bekannter Funktion besitzen (Rivera et al., 2007). 
Sowohl im adulten, als auch fötalen humanen Gewebe ist Amer1 ubiquitär exprimiert 
(Annette Grohmann et al., 2007).  
Das Amer1-Gen enthält, sowohl im humanen wie im murinen Organismus drei Exons, 
wobei sich die die gesamte kodierende Sequenz auf Exon 2 befindet (Annette 
Grohmann et al., 2007) (Abb. 9). Obwohl der offene Leserahmen auf einem Exon liegt, 
wurde durch RT-PCR Experimente eine alternative Spleißvariante von Amer1 gefunden 
(WTXS2), bei der die Aminosäuren 50-326 fehlen (Jenkins et al., 2009). Auch 
Grohmann et al. beschreibt eine alternative Spleißvariante von Amer1 (Amer1 short), 
welche bis zur Aminosäure 785 identisch mit full-length Amer1 ist, aber an der dritten 
APC-Bindestelle eine Trunkierung aufweist (Annette Grohmann et al., 2007). 
Das Amer1-Gen besitzt keine Proteindomänen bekannter Funktion, es enthält jedoch 
glutaminsäurereiche und prolinreiche Abschnitte, sowie eine Reihe von Argigin-
Glutaminsäure-Alanin REA-repeats (Annette Grohmann et al., 2007). 
Überexpressionsanalysen zeigten, dass Amer1 sowohl an der Plasmamembran, im 
Zytoplasma, als auch im Nukleus lokalisiert ist (Annette Grohmann et al., 2007; Rivera 
et al., 2009). Dabei assoziiert Amer1 an die Plasmamembran über zwei N-Terminale 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PtdIns(4,5)P2)-Bindestellen. Eine Behandlung 
von Zellen mit Ionomycin, welche zum Abbau der PtdIns(4,5)P2 führt, zeigte einen 
Verlust der Plasmamembranlokalisation von Amer1 (Annette Grohmann et al., 2007). 
Bei einer der alternativen Spleißvarianten von Amer1 (WTXS2) fällt ein Hauptteil dieser 
Bindestellen weg, was in einer Lokalisation von Amer1 im Zytoplasma und Nukleus 
resultiert (Rivera et al., 2009). Die PtdIns(4,5)P2-Interaktionsdomäne ist hauptsächlich 
aus Lysin-Resten aufgebaut. Die Mutation von sieben dieser Lysin-Reste zu Alanin 
(Amer1(7µLys)-Mutante), führte ebenfalls zu einer zytoplasmatischen und nukleären 
Lokalisation von Amer1 (Tanneberger, Pfister, Brauburger, et al., 2011 b). 
Einleitung 
22 
Die Interaktion von Amer1 mit APC erfolgt über vier Bindestellen (A1, A2, A3, A4), 
welche unabhängig voneinander mit APC interagieren können. Sie weisen 
untereinander keine Sequenzähnlichkeit auf, sind aber innerhalb der Amer-Orthologe 
und –Paraloge die am meisten konservierten Regionen (Annette Grohmann et al., 2007; 
Ntourmas, 2016). Durch diese Interaktion rekrutiert Amer1 APC zur Plasmamembran 
und reguliert so die Lokalisation von APC zwischen dem Mikrotubuli-Zytoskelett und 
der Plasmamembran. Ein knock-down von Amer1 im MCF-7-Zellen führte zu einer 
Assoziation von APC an den Mikrotubulienden und zu Störungen bei den Zell-
Zellkontakten. Es wurde vermutet, dass Amer1 durch die Plasmamembranrekrutierung 
von APC eine Rolle in der Zelladhäsion und -migration einnehmen könnte (Annette 
Grohmann et al., 2007).  
In einer Studie von Major et al. sollten neue Interaktionspartner des -Catenin-
Abbaukomplexes identifiziert werden. Dabei wurden in Tandem Affinity Purification- und 
Massenspektrometrie-Analysen neben allen bisher bekannten Komponenten des 
Abbaukomplexes auch 13 neue Proteine gefunden. Darunter Amer1, welches in 
Komplexen mit APC, Axin, -Catenin und -TrCP assoziiert ist und damit vermutlich mit 
dem -Catenin-Abbaukomplex interagiert (Major et al., 2007). Immunpräzipitations-
experimente bestätigten die Bildung endogener Amer1 - -Catenin-Komplexe. In einem 
Yeast-Two Hybrid screen wurden die dabei beteiligten Domänen von Amer1 und -
Catenin näher lokalisiert. So bindet Amer1 direkt über die REA-repeats an den 
zentralen Teil der Armadillo-repeat-Domäne von -Catenin. Amer1 rekrutiert ko-
exprimiertes -Catenin vom Nukleus und Zytoplasma direkt an die Plasmamembran. 
Bei Amer1 mit deletierter REA-Domäne konnte dieser Effekt nicht mehr beobachtet 
werden (Tanneberger, Pfister, Kriz, et al., 2011 a). Die Interaktion zwischen Amer1 und 
Conductin erfolgt über zwei Domänen, wie Ko-Immunpräzipitationsexperimente mit 
entsprechenden Amer1-Mutaten zeigten. Dabei rekrutiert Amer1 ko-exprimiertes 
Conductin, aber auch Axin zur Plasmamembran (Tanneberger, Pfister, Kriz, et al., 2011 
a). In Summe übt Amer1 damit eine Funktion als Gerüstprotein für den -Catenin-
Abbaukomplex aus. 
 
 
Abbildung 9: Struktur und Funktion von Amer1. Das kodierende Exon 2 von Amer1 enthält N-
terminal eine Membranbindedomäne (M), über welche eine Assoziation an die Plasmamembran 
erfolgt. Die Interaktion mit APC geschieht über vier verschiedene Bindestellen (A1, A2, A3, A4), 
Einleitung 
23 
welche unabhängig voneinander sind. Die REA-Domäne vermittelt die Bindung an -Catenin. 
Conductin bindet über zwei unterschiedliche Domänen an Amer1, wobei die eine in der Mitte des 
Proteins und die andere C-terminal lokalisiert ist (Modifiziert nach Ntourmas, 2016). 
 
3.5.3 Amer1 Funktionen im Wnt-Signalweg 
Amer1 wurde als Gerüstprotein für den -Catenin-Abbaukomplex identifiziert, was eine 
Funktion im Wnt-Signalweg impliziert. Dabei spricht die direkte Bindung von -Catenin 
dafür, dass Amer1 auch direkt am Abbau von -Catenin beteiligt ist und damit als 
negativer Regulator des Wnt-Signalweges wirkt (Major et al., 2007). Experimente mit 
einem -Catenin-abhängigen Reporter zeigten, dass der knock-down von Amer1 zu 
einem Anstieg der Reporteraktivität führt, die Überexpression von Amer1 den Reporter 
hingegen reprimiert (Major et al., 2007; Tanneberger, Pfister, Kriz, et al., 2011 a). Dabei 
scheint die Funktion von Amer1 als negativer Regulator des Wnt-Signalweges 
abhängig von der Lokalisation an der Plasmamembran, der Zelldichte und der 
Beteiligung von Axin / Conductin zu sein. So ist Amer1 mit mutierter 
Membranlokalisierungsdomäne nicht mehr in der Lage an die Plasmamembran zu 
binden und die Aktivität eines -Catenin-abhängigen Reporters zu reprimieren, obwohl 
die Bindung zu APC, -Catenin und Axin unbeeinträchtigt ist (Tanneberger, Pfister, Kriz, 
et al., 2011 a).  
Im Zusammenhang mit der Lokalisation an der Plasmamembran stehen 
Zelldichteexperimente. Die Expression der Wnt-Zielgene LGR5 und Conductin wird 
durch einen knock-down von Amer1 induziert. Dieser Effekt tritt in Zellen aus einer 
Kultur mit hoher Zelldichte verstärkt auf (Tanneberger, Pfister, Brauburger, et al., 2011 
b). Der Mechanismus über den Amer1 dabei höchstwahrscheinlich wirkt, ist die 
Stabilisierung von Axin – einem limitierenden Faktor für den -Catenin-Abbau. So führt 
ein knock-down von Amer1 zur Reduktion von endogenem Axin. Eine Überexpression 
von Amer1 hingegen führt zu einem Anstieg von ko-exprimiertem Axin. 
Ausschlaggebend für diesen Effekt ist ebenfalls die Membranlokalisierung von Amer1, 
da Amer1 ohne oder mit mutierter Membrandomäne keinen Anstieg von Axin bewirken 
kann. Darüber hinaus zeigten Experimente mit inhibierter Proteinsynthese, dass ko-
transfiziertes Amer1 den Abbau von Axin verzögert (Tanneberger, Pfister, Kriz, et al., 
2011 a). In Experimenten mit zellfreien Xenopus-Eiextrakten konnte in Anwesenheit 
von Amer1 eine erhöhte -Catenin-Ubiquitinierung und -Degradierung nachgewiesen 
werden. Dieser Prozess wurde durch Zugabe von Axin beschleunigt und stellt damit 
einen weiteren Baustein für den Mechanismus hinter der negativen regulatorischen 
Funktion von Amer1 dar. 
Die in vitro gewonnen Erkenntnisse zu Amer1 konnten durch in vivo Experimente 
bestätigt werden. So zeigten funktionelle Studien an Xenopus-Embryonen, dass mit der 
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Injektion von Amer1-mRNA die durch Xenopus-Wnt8-mRNA induzierte 
Körperachsenduplikation blockiert werden kann (Major et al., 2007). Auch hier ist die 
Plasmamembranlokalisierung von Amer1 maßgeblich, da Amer1 mit trunkierter oder 
mutierter Membranlokalisierungsdomäne die Körperachsenduplikation gar nicht bis 
kaum blockieren konnte (Tanneberger, Pfister, Kriz, et al., 2011 a). Bei 
Zebrafischembryonen führt die ektopische Aktivierung des Wnt-Signalwegs zu 
anterioren Verkürzungen. Derselbe Effekt konnte mit einer Inaktivierung von Amer1 
erreicht werden, was letztendlich zeigt, dass Amer1 auch in vivo als negativer Regulator 
des Wnt-Signalweges wirkt (Major et al., 2007).  
Neben der negativen regulatorischen Funktion agiert Amer1 mit der Phosphorylierung 
von LRP6 auf Rezeptorebene zusätzlich als positiver Regulator des Wnt-Signalweges. 
So führt ein knock-down von Amer1 zu einer Reduktion der Wnt-induzierten LRP6-
Phosphorylierung. Die Überexpression hingegen fördert die LRP6-Phosphorylierung. 
Diese Doppelrolle ist vergleichbar mit der von Axin oder GSK3, die sowohl für die 
Aktivierung der LRP6-Rezeptoren, als auch den Abbau von -Catenin notwendig sind. 
Dabei ist für die positive Rolle von Amer1, genau wie für die negative, die Assoziation 
an der Plasmamembran maßgeblich, wie Experimente mit der Amer1(7µLys)-Mutante 
zeigten. Die Stimulation mit Wnt bewirkt, dass PtdIns(4,5)P2 wahrscheinlich bevorzugt 
in der Nähe der FZD/LRP6-Rezeptorenkomplexe gebildet werden (Pan et al., 2008). 
Dadurch assoziiert Amer1 hauptsächlich in diesen Bereichen und agiert dort 
wahrscheinlich ebenfalls als Gerüstprotein, welches die Rekrutierung von GSK3 an 
LRP6 über Axin bewirkt und somit LRP6 phosphoryliert (Tanneberger, Pfister, 
Brauburger, et al., 2011 b).  
 
3.5.4 Amer1 Funktionen unabhängig vom Wnt-Signalweg 
Neben den bereits beschriebenen Wnt-abhängigen Funktionen von Amer1, gibt es 
noch eine Reihe weitere, Wnt-unabhängige. So transloziert die gespleißte Form von 
Amer1 in den Nukleus, lokalisiert dort in sogenannten Paraspeckles, und spielt 
wahrscheinliche eine Rolle bei der transkriptionellen Regulation (Rivera et al., 2009). 
Zusätzlich bindet Amer1 WT1, einen weiteren Wilms-Tumorsuppressor und verstärkt 
die WT1-vermittelte Zielgenexpression. In diesem Zusammenhang wirkt Amer1 
wahrscheinlich bei der Regulation von zellulären Differenzierungsprogrammen mit.  
Eine andere in vitro Studie zeigte mit Wildtyp-Amer1 und Tumor-assoziierten Amer1-
Mutanten, dass durch die Induktion von Wildtyp-Amer1 das Zellwachstum inhibiert und 
Zellzyklusarrest herbeigeführt werden kann. Damit bewirkt die Expression von Amer1, 
ähnlich wie WT1, den Zellzyklusarrest durch eine Induktion von p21. Diese beiden 
Tumorsuppressoren regulieren damit Gene in denselben Signalwegen, wie Zellzyklus, 
Zelltod und Krebs (M. K.-H. Kim, Min, Rabin, & Licht, 2011).  
Einleitung 
25 
Eine andere Arbeit brachte Amer1 in den Zusammenhang mit p53 (W. J. Kim, Rivera, 
Coffman, & Haber, 2012). Man fand heraus, dass der C-terminale Teil von Amer1 mit 
der DNA-bindenden Domäne von p53 interagiert. Dadurch erhöht Amer1 die Bindung 
zur Acetyltransferase CBP und verstärkt damit die CBP/p300-vermittelte Acetylierung 
von p53. In p53 Rekonstitutionsexperimenten wurden Zellzyklusarrest, Apoptose und 
p53-Zielgenexpression durch einen knock-out von Amer1 supprimiert. 
Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse an, dass Amer1 die Funktion von p53 
durch den Aktivator CBP/p300 positiv moduliert. 
Eine andere Interaktionsstudie fand heraus, dass Amer1 an den Ubiquitin-Ligase-
Adaptor KEAP1 bindet. KEAP1 reguliert die Ubiquitinierung des Transkriptionsfaktors 
NRF2, ein Schlüsselereignis in der antioxidativen Reaktion (Camp et al., 2012). 
Eine weitere Funktion von Amer1 im Nukleus liegt in der Interaktion mit der coiled-coil-
Domäne des transkriptionellen Ko-Repressors TRIM28 begründet, welcher als 
Hauptbindepartner für Amer1 im Nukleus beschrieben wurde (W. J. Kim et al., 2015). 
Durch Amer1 wird die Bindung von TRIM28 an Chromatin moduliert und die Expression 
von repetitiven DNA-Elementen ko-reguliert. Damit scheint Amer1 auch eine Rolle bei 
der Gen-Stilllegung zu spielen. 
 
3.5.5 In vivo Relevanz von Amer1 
Bei der genetischen Analyse von Wilms-Tumoren, einer häufigen Nierenkrebsart im 
Kindesalter, wurden somatische Mutationen von Amer1 in 11-30 % der Tumore 
entdeckt (Akhavanfard et al., 2014; Fukuzawa, Anaka, Weeks, Morison, & Reeve, 2009; 
Perotti et al., 2008; Rivera et al., 2007; Wegert et al., 2009). Bei den Veränderungen 
handelte es sich hauptsächlich um eine komplette Deletionen des Gens oder in wenigen 
Fällen um Nonsense-Mutationen, die eine Expression eines verkürzten Proteins zur 
Folge hatten (Rivera et al., 2007). Da das Amer1-Gen auf dem X-Chromosom liegt, 
genügt bei Männern die Inaktivierung eines einzigen Allels, bei Frauen die des aktiven 
X-Chromosoms. Amer1 wäre damit das erste Tumorsuppressorgen, welches durch 
einen one-hit event inaktiviert wird. Eine Erweiterung zur klassischen Two-
Hit-Inaktivierung von biallelischen Tumorsuppressorgenen wie APC, bei der beide 
Allele inaktiviert sein müssen (Knudson & Jr., 1971; Rivera et al., 2007). Die Mutationen 
in Amer1 sind gleich zwischen den Geschlechtern verteilt (Wegert et al., 2009). Zur 
Diskussion steht jedoch, ob bei weiblichen Patienten hauptsächlich das aktive  
X-Chromosom betroffen ist (Perotti et al., 2008).  
Zusätzlich zur Inaktivierung von Amer1, wurden in den Wilms-Tumoren Mutationen in 
WT1 und -Catenin gefunden. Ursprünglich wurde davon ausgegangen, dass dabei die 
WT1- und -Catenin-Mutationen nie gleichzeitig mit den Amer1-Mutationen auftreten 
(Fukuzawa et al., 2009; Rivera et al., 2007) . Mittlerweile wurden sowohl WT1- als auch 
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-Catenin-Mutationen in Amer1 alterierten Tumoren gefunden, wenn auch nur zu einem 
kleinen Anteil (Wegert et al., 2009), was gegen eine redundante Funktion von -Catenin 
und Amer1 im Wilms-Tumoren spricht. Eine weitere Studie zu Amer1-Mutationen in 
Wilms-Tumoren zeigte, dass nur in Tumoren mesenchymalen Ursprungs die Mutation 
von Amer1 eine gleichzeitige Aktivierung des Wnt-Signalwegs zur Folge hatte. In 
epithelialen Tumoren konnte kein Einfluss der Amer1-Mutation auf den Wnt-Signalweg 
festgestellt werden (Fukuzawa et al., 2009). 
Im Gegensatz zu somatischen Mutationen, sind Keimbahnmutationen von Amer1 mit 
der Krankheit OSCS (Ostheopathia striata with cranial sclerosis) assoziiert. Weibliche 
Patienten sind mit Symptomen wie erhöhter Knochendichte, kraniofazialen 
Missbildungen und leichten Lernschwierigkeiten gekennzeichnet. Durch die  
X-chromosomale Lokalisation von Amer1 und der dadurch bedingten Hemizygotie bei 
Männern, verläuft diese Krankheit für männliche Patienten fötal oder neonatal meist 
tödlich (Behninger & Rott, 2000). Überlebende männliche Patienten weisen zusätzlich 
zu oben genannten Symptomen, Herz-, Darm- und Urogenitalfehlbildungen auf 
(Jenkins et al., 2009). Durch die Analyse genomischer DNA von Patientenmaterial 
wurden Mutationen von Amer1, in seiner Rolle als negativer Regulator des Wnt-
Signalwegs, als potentieller Auslöser für dieses Krankheitsbild gefunden. Der Wnt-
Signalweg spielt eine essentielle Rolle für die Knochengesundheit. Er beeinflusst die 
Differenzierung und die Funktion von Osteoblasten und Osteoklasten und ist von der 
pränatalen Skelettentwicklung bis hin zum Erwachsenenalter an der 
Knochenhomöostase beteiligt. So ist die Überaktivierung des Wnt-Signalwegs z.B. 
durch eine Überexpression von Wnt-Liganden, mit einer erhöhten Ossifikation des 
Skeletts assoziiert (Bennett et al., 2007). In Wildtyp-Mausembryonen (E14.5) zeigte 
eine in situ Hybridisierung für Amer1 eine deutlich niedrigere Amer1-Expression in den 
Diaphysen der Röhrenknochen, in denen ab diesem Gestationsalter die Ossifikation 
einsetzt. Das indiziert einen repressiven Effekt von Amer1 auf die Ossifikation von 
Knochen (Jenkins et al., 2009). 
Interessanterweise zeigen OSCS-Patienten mit einer Keimbahnmutation von Amer1 
keine Prädisposition für Wilms-Tumore oder andere Formen von Krebs. Eine Erklärung 
dafür wäre, dass Amer1 als single-hit Tumorsuppressor den Erwerb von zusätzlichen 
Mutationen in WT1 oder -Catenin zur Tumorentstehung benötigt (Ruteshouser, 
Robinson, & Huff, 2008). Zusätzlich ist es möglich, dass bei der Entstehung eines 
Wilms-Tumors mehrere Mutationen in einem bestimmten zeitlichen oder räumlichen 
Muster während der Nephrogenese auftreten müssen. Jenkins et al. vermuteten, wenn 
die Amer1-Mutation ein spätes Ereignis in der Wilms-Tumorentwicklung wäre oder die 
Tumorentwicklung eine lokale somatische Mutation in Amer1 mit Amer1-Wildtyp 
umgebenden Gewebe benötigen würde, dann hätte eine Person mit einer 
Keimbahnmutation in Amer1 kein erhöhtes Krebsrisiko (Jenkins et al., 2009). 
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Eine in vivo Studie an Mäusen mit einem konditionalen, globalen knock-out von Amer1 
berichtet von einem OSCS-ähnlichen Phänotyp in diesen Tieren (Moisan et al., 2011). 
Mäuse mit einem homo- oder hemizygoten knock-out von Amer1 starben innerhalb 
eines Tages nach der Geburt. Der heterozygote Amer1 knock-out verursachte auffällige 
Defekte in Knochen, Fettgewebe, Niere, Herz, Milz und anderen mesenchymalen 
Geweben. Die Zunahme der Knochenmasse und der Mangel an Fettgewebe sind auf 
eine veränderte Zelldifferenzierung in mesenchymalen Vorläuferzellen zurückzuführen. 
Diese Defekte in den Vorläuferzellen resultieren aus einer übermäßigen Aktivierung von 
-Catenin. Andere Defekte, wie die verzögerte terminale Differenzierung der 
Vorläuferzellen, entstehen wahrscheinlich ohne die Beteiligung von -Catenin aufgrund 
der Beteiligung anderer Signalwege. Amer1 scheint daher ein Regulator der 
Differenzierung von mesenchymalen Vorläuferzellen zu sein. Ähnlich wie bei der 
Krankheit OSCS wurden auch in heterozygoten Amer1 knock-out Mäusen keine 
Nierentumore gefunden. 
Eine weitere Mausstudie untersuchte die Auswirkungen einer Gain-of-function von 
Amer1 (Boutet et al., 2017). Die ektopische und konditionale Expression des 
Fusionsproteins Amer1-GFP konnte den OSCS-ähnlichen Phänotyp in den oben 
beschrieben Amer1 knock-out Mäusen retten, führte in Mäusen mit Wildtyp-Hintergrund 
jedoch zu keinem drastischen Phänotyp. Es ist möglich, dass kompensatorische 
Mechanismen aktiviert werden, die trotz der Überexpression von Amer1 ein 
angemessenes Maß an Wnt-Signalaktivität garantieren.  
Eine erst kürzlich erschienene Arbeit, welche den knock-down und knock-out von 
Amer1 im Zebrafisch untersuchte, berichtet von unterschiedlichen Auswirkungen dieser 
zwei Methoden (Große, Perner, Naumann, & Englert, 2019). So führte die Morpholino-
basierte Inaktivierung von Amer1 zu einer einem Anstieg der Wnt-Aktivität und daraus 
resultierenden Störungen in der dorsoventralen Achsenformation. Des Weiteren 
zeigten die Tiere eine erhöhte Regenerationsfähigkeit nach Amputation eines Teils der 
Schwanzflosse, was mit einer negativen kompensatorischen Rückkopplung durch 
Axin2 erklärt werden könnte. Dagegen zeigte ein knock-out von Amer1 im Zebrafisch 
keinen offensichtlichen Phänotyp. Homozygote Mutanten waren lebensfähig und fertil. 
Eine Kompensation durch die Familienmitglieder Amer2 und Amer3 konnte durch eine 
Tripelmutante ausgeschlossen werden, da diese ebenfalls keinen offensichtlichen 
Phänotyp zeigte. Die Diskrepanz aus knock-down und knock-out Phänotyp könnte mit 
dem Vorhandensein eines kompensatorischen Netzwerkes erklärt werden, welches 
ausschließlich durch eine Mutation eines Gens aktiviert wird, auch wenn der 
Mechanismus dieses Netzwerkes noch nicht abschließend geklärt ist (Rossi et al., 
2015). Der Unterschied des Phäntotyps eines Amer1 knock-outs zwischen Maus und 
Zebrafisch könnte laut den Autoren auf eine einzigartige Robustheit bei Zebrafischen 
hinweisen, welche die unterschiedlichsten Störungen puffern und damit z.B. auch vor 
genetischen Störungen schützen kann (Große et al., 2019).  
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3.5.6 Amer1 im kolorektalen Karzinom 
Wie bereits im vorherigen Kapitel 3.5.5 erläutert, wurde Amer1 ursprünglich als ein 
somatisch mutiertes Gen in Wilms-Tumoren entdeckt, wobei die Häufigkeit und 
Relevanz der Amer1-Mutationen in dieser Krebsart umstritten ist (Perotti et al., 2008; 
Rivera et al., 2007; Wegert et al., 2009). Die Funktion als negativer Regulator des Wnt-
Signalwegs und putativer Tumorsuppressor, legten jedoch die Vermutung nahe, dass 
Amer1 auch in anderen Krebsarten eine Rolle spielen könnte. Die große Relevanz des 
Wnt-Signalwegs im kolorektalen Karzinom wurde bereits in früheren Kapiteln erläutert 
(Muzny et al., 2012). Eine weitere Analyse des Cancer Genome Atlas-Konsortiums von 
33 Krebstypen auf Veränderungen in 10 ausgewählten Signalwegen hin, bekräftigt 
diesen Fakt (Sanchez-Vega et al., 2018). In dieser Studie wurde der Wnt-Signalweg 
zwischen allen Krebstypen als am variabelsten eingestuft. So zeigte er bei Darmkrebs 
eine nahezu universelle Aktivierung, während bei Nierenzellkarzinomen oder 
Brustkrebs nur selten Wnt-abhängige Gene verändert waren. 
Die Rolle von Amer1 im kolorektalen Karzinom war in den letzten Jahren Gegenstand 
einiger Studien. Abhängig von der Zusammensetzung und Größe der Patientenkohorte 
oder der öffentlich zugänglichen Sets aus Datenbanken, ergaben sich unterschiedliche 
Ergebnisse für die Inzidenz von Amer1-Mutationen bei Darmkrebs (Tabelle 1). 
 
Amer1  
Mutations- 
frequenz 
Anzahl  
Proben 
Datenset / 
Studie 
Referenz 
2,1 % 47  Yoo, Kim, and Lee 2009 
2,4 % 41  Scheel et al. 2010 
9,5 % 42  Sanz-Pamplona et al. 2015 
11,3 % 212 TCGA, Nature, 2012 Muzny et al. 2012 
5,6 % 72 Genentech, Nature, 2012 Seshagiri et al. 2012 
8 % 619 DFCI, Cell Reports, 2016 Giannakis et al. 2016 
13,5 % 596 TCGA, PanCancer-Atlas, 2018 Sanchez-Vega et al. 2018 
5,8 % 1134 MSKCC, Cancer Cell, 2018 Yaeger et al. 2018 
 
Tabelle 1: Häufigkeit der Amer1-Mutation im kolorektalen Karzinom. Gezeigt sind Daten für die 
Häufigkeit der Amer1-Mutation im kolorektalen Karzinom in verschiedenen Veröffentlichungen (weiß 
hinterlegt) und Datensets (blau hinterlegt). Datensets verfügbar auf www.cbioportal.org. 
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Eine der ersten Studien untersuchte drei Krebstypen (Magen-, Darm-, Leberkrebs) auf 
Amer1-Mutationen mittels SSCP-assay (single strand conformation polymorphism) und 
fand in den 47 Proben von Darmkrebstumoren lediglich einen Tumor mit einer Mutation 
in Amer1. Basierend auf diesem Ergebnis scheint eine Amer1-Mutation im kolorektalen 
Karzinom ein seltenes Ereignis zu sein (Yoo et al., 2009).  
Eine weitere Studie analysierte die Häufigkeit von Amer1-Mutationen in Tumoren mit 
dem molekularen Subtyp MSI. In Tumoren mit CIN ist hauptsächlich APC mutiert, 
wohingegen jene mit MSI-Typ häufiger Mutationen in diversen Genen, wie Axin2 oder 
-Catenin aufweisen. Daher schien es möglich, dass auch Amer1 in MSI-Tumoren 
mutiert sein könnte. Zudem findet sich in der N-terminalen Region von Amer1 eine 
kurze Mikrosatellitensequenz. Von 632 Patienten mit metastasierendem kolorektalem 
Karzinom, zeigten 41 Fälle einen MSI-Phänotyp. Da nur einer der MSI-Tumore eine 
exklusive Mutation in Amer1 zeigte, scheint Amer1 nur in einem kleinen Teil dieser Art 
Tumore eine Rolle zu spielen (Scheel et al., 2010). 
Einen Umbruch in der Mutationsanalyse von Krebs brachte das Cancer Genome Atlas 
(TCGA)-Programm. Höhere Fallzahlen und unterschiedlichste, neue Techniken zur 
Analyse der entsprechenden Gewebe brachten zum Teil völlig neue Erkenntnisse. So 
auch die signifikante Mutation von Amer1 im kolorektalen Karzinom. In der TCGA-
Analyse von 2012 wurde eine Inaktivierung von Amer1 in 7 % der nicht-hypermutierten 
und 37 % der hypermutierten Tumore entdeckt (Muzny et al., 2012).  
Die Ergebnisse des TCGA-Datensets wurden in einer kleineren Studie bestätigt. Mittels 
Exome Sequencing wurden 42 kolorektale Mikrosatelliten-stabile Tumore 
charakterisiert und zur Validierung der Ergebnisse weitere 553 kolorektale Karzinom-
Proben aus Datenbanken herangezogen. Trotz einer großen mutagenen Heterogenität, 
konnte Amer1 in 10 % der Tumore als inaktiviertes Gen nachgewiesen werden. Gründe 
der Inaktivierung waren neben somatischen Mutationen (Missense, Trunkierungen) 
auch der komplette Verlust des X-Chromosoms oder, zu einem geringeren Anteil, 
Hypermethylierungen (Sanz-Pamplona et al., 2015) (Abb. 10). 
Des Weiteren nutzte eine Arbeitsgruppe aus China den Ansatz über in situ 
Hybridisierung und Immunhistochemie, um zu zeigen, dass Amer1 ein allgemein 
exprimiertes Gen in vielen Geweben ist, die Expression in Tumorgeweben jedoch 
deutlich reduziert ist (Y.-Y. Zhang, Wang, Niu, Liu, & Zhang, 2016). 
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Abbildung 10: Amer1-Mutationen im kolorektalen Karzinom. Das Lollipop-Diagramm zeigt die 
Verteilung und Art der Mutationen von Amer1 im kolorektalen Karzinom. Membranbindedomäne (M), 
APC-Bindestellen (A1, A2, A3, A4), REA-Domäne (REA). Abbildung erstellt mit dem TCGA-
PanCancer Datensatz, verfügbar auf www.cbioportal.org. Anzahl der Proben in der TCGA-
PanCancer Studie (n = 594) (Modifiziert nach Zhang and Shay 2017). 
 
Wie in früheren Kapiteln dargelegt, weisen Tumore und insbesondere das kolorektale 
Karzinom eine hohe Heterogenität der Mutationen auf. Zum einen Treibermutationen in 
ein paar Genen, wie APC oder KRAS, die zur Initiation und Progression essentiell sind. 
Zum anderen gibt es jedoch eine Vielzahl an weniger häufig mutierten Genen, die 
ebenso zur Entwicklung eines Tumors beitragen können (Wood et al., 2007). 
Unbestritten ist, dass ein Großteil der Darmkrebstumore Mutationen in APC aufweisen, 
wobei auch hier die Häufigkeiten abhängig von der Studie sind und zwischen 50 % und 
75 % schwanken. Nimmt man die Daten der TCGA-PanCancer-Atlas-Studie als 
Grundlage, gilt für APC eine Mutationsrate von 75 % und für Amer1 13 %. Dabei fällt 
auf, dass ein Großteil der Amer1-Mutationen zusammen mit den APC-Mutationen 
auftritt. Einige wenige Tumore besitzen jedoch weder Mutationen in APC, TP53 noch 
KRAS, dafür aber in Amer1. Daher stellt sich berechtigt die Frage nach der Relevanz 
von Amer1 für die Entwicklung des kolorektalen Karzinoms – als exklusives Ereignis 
ohne zusätzliche APC-Mutation oder in Kombination mit einer APC-Mutation. Die 
erwähnte Mutationsheterogenität zeigt sich auch in dieser kleinen Auswahl der TCGA-
PanCancer-Atlas-Studie (Abb. 11). Neben den stark mutierten Treibergenen finden sich 
zusätzlich mehr oder weniger mutierte Gene, deren Beteiligung zur Tumorprogression 
teilweise nicht abschließend geklärt ist. Zusätzliche Mutationen in weiteren Wnt-
Signalwegkomponenten wie -Catenin oder Axin2 spielen im kolorektalen Karzinom 
dagegen kaum eine Rolle. 
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Abbildung 11: Mutationsheterogenität im kolorektalen Karzinom. Die Übersicht zeigt 
ausgewählte häufig und weniger häufig mutierte Gene im kolorektalen Karzinom. Es ist die Häufigkeit 
und Art der genetischen Veränderung dargestellt. Die große Heterogenität an Mutationen im 
kolorektalen Karzinom wird dadurch betont. Die vergrößerten Ausschnitte (rote Boxen) zeigen die 
drei wichtigsten Mutationstreiber APC, TP53 und KRAS, sowie Amer1. In einem Hauptteil der Fälle 
liegen Amer1-Mutationen in Kombination mit APC-, TP53- und KRAS-Mutationen vor. Ein kleiner 
Teil der Amer1-Mutationen ist jedoch exklusiv ohne eine Beteiligung von Treibermutationen. 
Abbildung erstellt mit dem TCGA-PanCancer Datensatz, verfügbar auf www.cbioportal.org. Anzahl 
der Proben in der TCGA-PanCancer Studie (n = 594). 
 
3.5.7 Die Amer1-Paraloge Amer2 und Amer3 
Ebenso wie Amer1, ist Amer2 ein direkter Interaktionspartner von APC und rekrutiert 
dieses an die Plasmamembran. Des Weiteren verlinkt APC -Catenin und die 
Abbaukomplexkomponenten Axin und Conductin mit Amer2. Ein knock-down von 
Amer2 führt zur Expression von Wnt-Zielgenen und einer erhöhten Reporteraktivität. 
Die Überexpression dagegen bewirkte eine Reduktion der Reporteraktivität. Amer2 
wirkt also ebenfalls als negativer Wnt-Regulator. In vivo Experimente in Xenopus 
bestätigten diese Funktion. So ist Amer2 in Xenopus-Embryonen im dorsalen 
Neuroektoderm und neuralen Geweben exprimiert. Ein knock-down von Amer2 
beeinflusste die neuroektodermale Strukturierung, was jedoch durch die Expression 
einer dominant-negativen Mutante von Lef1 wieder rückgängig gemacht werden konnte 
(Pfister, Tanneberger, et al., 2012).  
Zusätzlich zu APC interagiert Amer2 auch mit EB1, einem Schlüsselprotein bei der 
Organisation des Mikrotubulizytoskeletts. Dadurch agiert Amer2 als Regulator der 
Mikrotubulistabilität zusammen mit EB1. So bewirkte die Überexpression von Amer2 
und EB1 eine Stabilisierung der Mikrotubuli an der Plasmamembran, ein knock-down 
dagegen führte zur Destabilisierung. Der knock-down von Amer2, APC oder EB1 
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verursachte eine Reduktion der Zellmigration, was auch in vivo in Xenopus 
nachgewiesen werden konnte (Pfister, Hadjihannas, Röhrig, Schambony, & Behrens, 
2012). 
Vergleichbar mit den anderen Mitgliedern der Amer Familie, bindet Amer3 über die 
Armadillo-Domäne an APC. Ebenso konnte eine Interaktion mit Conductin und Amer1 
nachgewiesen werden. Ein Unterschied zu Amer1 und Amer2 besteht im Fehlen der N-
terminalen Membranlokalisierungsdomäne. Damit ergibt sich für Amer3 eine 
Lokalisation im Zytoplasma und Nukleus, die wiederum von spezifischen nukleären 
Import- und Exportsequenzen abhängig ist. Funktionell wirkt Amer3 als positiver 
Regulator des Wnt-Signalwegs, was die erhöhte Reporteraktivität bei Überexpression 
von Amer3 und die reduzierte Wnt-Zielgenexpression bei Amer3 knock-down in einer 
Kolonkarzinomzellline indizieren (Brauburger et al., 2014). 
 
3.6 Zielsetzung 
Amer1 ist bekannt als negativer Regulator des Wnt-Signalwegs und ein Verlust des 
Proteins in vivo ist mit schwerwiegenden Defekten und Krebs assoziiert. 
Keimbahnmutationen von Amer1 sind ursächlich für die Krankheit OSCS und ein 
Mausmodell mit globalem knock-out von Amer1 zeigt einen OSCS-ähnlichen Phänotyp. 
Somatische Amer1-Mutationen wurden im Zusammenhang mit Krebserkrankungen, 
wie Wilms-Tumoren und dem kolorektalen Karzinom festgestellt. In letzterem wurden 
in einer signifikanten Anzahl von Tumoren Amer1-Mutationen entdeckt, die häufig in 
Kombination mit APC-Mutationen auftreten. 
Trotz der umfangreichen Datenlage zu Amer1-Mutationen im humanen kolorektalen 
Karzinom, wurden die funktionellen Auswirkungen einer Amer1-Deletion im normalen 
Darmgewebe bislang nicht untersucht. Auch die Beteiligung von Amer1 an der 
Entwicklung von Darmtumoren mit APC-Mutation war nicht geklärt. 
In dieser Arbeit sollte anhand eines Mausmodells mit konditionellem Amer1 knock-out 
im Darm diese Fragestellungen bearbeitet werden. Zusätzlich wurde in APCmin-
Mäusen die Kooperation von APC- und Amer1-Mutationen auf die Tumorprogression 
untersucht. Die Hypothese ist, dass die Deletion von Amer1 als putativer one-hit 
Tumorsuppressor die normale Darmhomöostase im murinen intestinalen Epithel 
beeinflusst und eventuell an der Entstehung und Entwicklung von Tumoren beteiligt ist. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Die Deletion des Amer1-Gens im Darmepithel 
4.1.1 Erzeugung von Mäusen mit konditionalem Amer1 knock-out im Darm 
Zur funktionellen Analyse von Amer1 im Darmepithel wurde ein konditionales 
Mausmodell generiert, welches eine Gen-Deletion von Amer1 spezifisch in intestinalen 
Epithelzellen ermöglicht. Amer1 ist ein X-chromosomal lokalisiertes Gen, mit der 
kompletten kodierenden Sequenz auf Exon 2 (Abb. 12A). Durch homologe 
Rekombination wurden Mäuse erzeugt, bei denen das Exon 2 von Amer1 mit loxP-
Stellen flankiert ist (Dr. Martin Sachs, nicht publiziert) (Abb. 12B).  
 
 
Abbildung 12: Strategie für den konditionalen knock-out von Amer1. (A) Amer1WT, Wildtyp-
Lokus. (B) Amer1gefloxt, Wildtyp-Lokus flankiert mit LoxP-Stellen. (C) Amer1ko, Lokus nach Deletion 
von Exon 2. Schwarze Pfeile markieren die Bindestellen der Genotypisierungsprimer (F9 vorwärts; 
R8, R7 rückwärts). 
 
Durch eine Verpaarung weiblicher, homozygot gefloxter Amer1-Mäuse mit männlichen 
Villin-Cre Mäusen, welche die Cre-Rekombinase unter dem Villin-Promotor 
exprimieren, ist es möglich in den entstandenen Nachkommen Amer1 spezifisch im 
Darmepithel zu deletieren (Abb. 12C). Aus dieser Verpaarung wurden vier Genotypen 
erwartet, die jeweils 25 % des Gesamtwurfes ausmachen sollten (Abb. 13A). Eine 
Auszählung mehrere Würfe zeigte, dass die Nachkommen in normaler Mendelscher 
Frequenz entstehen (Abb. 13B). Daraus lässt sich schließen, dass die Deletion von 
Amer1 im Darmepithel keinen Einfluss auf die intrauterine Entwicklung der Embryonen 
hat. Alle geborenen Tiere waren gleich lebensfähig und entwickelten sich normal. 
Bedingt durch die X-chromosomale Lokalisation von Amer1 lässt sich in den weiblichen 
Ergebnisse 
34 
Nachkommen dieser Verpaarung lediglich eine heterozygote Deletion von Amer1 
erreichen. Bei den männlichen Nachkommen hingegen wird ein hemizygoter knock-out 
erzeugt und damit ein wahrscheinlich größerer Effekt erwartet. Daher wurden für die 
nachfolgenden Analysen ausschließlich Amer1 fl/y, Villin-Cre +/- (fl/y, Cre) und als 
Kontrolltiere Amer1 fl/y, Villin-Cre -/- (fl/y) Männchen benutzt. 
 
 
Abbildung 13: Verpaarungsschema zur Generierung von Mäusen mit intestinalem knock-out 
von Amer1. (A) Weibliche Mäuse mit loxP-flankiertem Amer1-Allel wurden mit männlichen Villin-Cre 
Mäusen verpaart. Darstellung aller erwarteten Genotypen und die Bezeichnung der Genotypen in 
dieser Arbeit. (B) Anteil der nach Mendel zu erwartenden Genotypen in Prozent und die erhaltenen 
Genotypen (n = 325). 
 
4.1.2 Die Amer1-Expression im intestinalen Epithel 
Der Nachweis von murinem Amer1 auf Proteinebene gestaltete sich schwierig, da mit 
keinem der verfügbaren Antikörper eine Detektion möglich war. Daher wurde die 
Methode der Epithelzellisolation und die Analyse der Genexpression angewandt. Um 
zu untersuchen, ob und wo Amer1 im intestinalen Epithel überhaupt nachweisbar ist, 
wurden intestinale Epithelzellen (IEZ) aus dem Dünndarm von Mäusen ohne Amer1-
Deletion isoliert und der Erfolg der Isolation unter dem Lichtmikroskop überprüft  
(Abb. 14A). Dabei sind einzelne Strukturen wie Villi und Krypten, sowie kleinere, stärker 
dissoziierte Fragmente gut zu erkennen. IEZ zeigen im Vergleich zu den 
mesenchymalen, murinen embryonalen Fibroblasten (MEF), welche hier als Kontrolle 
fungiert haben, eine sehr hohe E-Cadherin Expression. Das Gegenteil gilt für die 
Expression von N-Cadherin, die erwartungsgemäß in MEF, im Vergleich zu IEZ, sehr 
hoch ist. Beides spricht dafür, dass hauptsächlich Epithelzellen und kein umliegendes, 
mesenchymales Gewebe isoliert wurde (Abb. 14B). Die Expression von Amer1-mRNA 
konnte in den isolierten IEZ nachgewiesen werden. Als Kontrolle dienten hier ehemals 
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isolierte MEF aus Mäusen mit einem globalen knock-out von Amer1 (-/y), welche keine 
Expression von Amer1 zeigen. Ein Einfluss der Expression der Villin-Cre Rekombinase 
oder des gefloxten Amer1-Lokusses auf die Amer1-Expression konnte nicht festgestellt 
werden (Abb. 14C). Durch Fraktionierung der Epithelzellsuspension wurde eine 
Trennung von Villi und Krypten erreicht (Abb. 14D). Für eine erfolgreiche Trennung 
spricht die erwartetet, hohe LGR5 Expression in der Kryptenfraktion, bei 
gleichbleibender E-Cadherin-Expression in beiden Fraktionen (Abb. 14E). Amer1 wird 
sowohl in Villi, als auch in Krypten exprimiert, wobei in letzterem eine höhere 
Expression zu verzeichnen ist (Abb. 14F). 
 
 
Abbildung 14: Isolation intestinaler Epithelzellen. (A) Repräsentative Bilder frisch isolierter 
Epithelzellsuspension des Dünndarms von Mäusen ohne Amer1-Deletion. Ohne Fraktionierung in 
Villi und Krypten. (B) Bestimmung der mRNA-Expression von E-Cadherin und N-Cadherin durch 
qRT-PCR in intestinalen Epithelzellen des Dünndarms (IEZ) und in murinen embryonalen 
Fibroblasten (MEF). Expression relativ zum Haushaltsgen -Actin. (C) Bestimmung der mRNA-
Expression von Amer1 durch qRT-PCR in intestinalen Epithelzellen des Dünndarms (IEZ) ohne 
Amer1-Deletion und in murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) mit Amer1-Deletion. Expression 
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relativ zu -Actin. IEZ: WT (n = 3); Cre (n = 2); fl/y (n = 2). MEF: -/y (n = 1). (D) Repräsentative Bilder 
von Villi- und Kryptenfraktionen von Mäusen ohne Amer1-Deletion. (E) Bestimmung der mRNA-
Expression von E-Cadherin und LGR5 durch qRT-PCR in Villi- und Kryptenfraktionen. Expression 
relativ zum Haushaltsgen GAPDH. (F) Bestimmung der mRNA-Expression von Amer1 durch  
qRT-PCR in Villi- und Kryptenfraktionen. Expression relativ zum Haushaltsgen GAPDH. Villi (n = 3), 
Krypten (n = 3). P-Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung (T-Test). 
(Sterne markieren Villi, Pfeile markieren Krypten. Maßstab = 100 µm). 
 
4.1.3 Nachweis der Deletion von Amer1 im intestinalen Epithel 
Zum Feststellen der Effizienz des potentiellen Amer1 knock-outs in den IEZ wurde eine 
PCR mit genomischer DNA durchgeführt. Die Primer wurden so konstruiert, dass sie 
vor und hinter dem Exon 2 (F9, R7) sowie in der Mitte von Exon 2 (R8) binden. In 
Wildtyp- und fl/y-Mäusen entsteht lediglich ein Produkt mit den Primern F9 und R8. Ein 
Produkt mit der Kombination aus F9 und R7 ist aufgrund der enormen Länge des 
Amplifikats nicht möglich (8673 bp in WT-Mäusen und 8730 bp in fl/y-Mäusen). Nach 
erfolgreicher Deletion des Exon 2 in fl/y, Cre-Mäusen ist die Bindestelle für den Primer 
F8 nicht mehr existent und die Amplifikation eines Produkts mit den Primern F9 und R7 
ist möglich. In Dünndarm- und Kolon-IEZ von jungen (14 Wochen) und alten  
(42 Wochen) alten fl/y, Cre-Mäusen konnte gezeigt werden, dass das Exon 2 von 
Amer1 fast vollständig deletiert wurde und nur noch ein kleiner Teil des gefloxten 
Wildtyp-Allels vorhanden ist (Abb. 12A, 15A). Semi-quantitative RT-PCR und 
quantitative RT-PCR zeigten, dass es in den Dünndarm- IEZ junger fl/y, Cre-Mäuse zu 
einer drastischen Verringerung der Amer1-Expression kommt (Abb. 15B, C). Es kann 
davon ausgegangen werden, dass es im gesamten Darm junger sowie alter Mäuse 
aufgrund ähnlicher Effizienz der Cre-Rekombinase (Abb. 15A), zu einer Verringerung 
der Amer1-Expression gekommen ist.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Amer1 in intestinalen Epithelzellen 
exprimiert wird. Weiter war es möglich mit der gewählten Verpaarung von Amer fl/fl- mit 
Villin-Cre-Mäusen Amer1 spezifisch in den IEZ zu deletieren, was zu einer deutlichen 
Reduktion der mRNA-Expression von Amer1 führt. 
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Abbildung 15: Nachweis Amer1-Deletion im intestinalen Epithel. (A) PCR mit genomischer DNA 
aus IEZ vom Dünndarm und Kolon junger (15 Wochen) und alter (40 Wochen) Mäuse. Die Tabelle 
zeigt alle möglichen Produktgrößen, die mit den gewählten Primern entstehen können. In fl/y, Cre-
Mäusen wird mit dem Primerpaar F9 + R7 ein Produkt von 317 bp amplifiziert, was auf eine 
erfolgreiche Deletion von Amer1 hinweist. In WT- und fl/y-Mäusen können die Produkte von 8673 bp 
und 8730 bp mit dieser Primerkombination und unter den gewählten PCR Konditionen nicht 
amplifiziert werden. (B) Semi-quantitative RT-PCR Analyse der Amer1 mRNA-Expression in 
Dünndarm-IEZ junger Mäuse (16 Wochen). -Actin dient zum Nachweis vergleichbarer cDNA-
Mengen. Dieser Versuch wurde mit mehreren Tieren durchgeführt (n = 4) und zeigte vergleichbare 
Resultate. (C) qRT-PCR Analyse der Amer1-mRNA in Dünndarm-IEZ junger Mäuse (16 Wochen). 
Kontrolle setzt sich zusammen aus WT (n = 4); fl/y (n = 3); fl/y, Cre (n = 7). Expression in IEZ relativ 
zum Haushaltsgen -Actin. P-Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung 
(T-Test). 
 
4.1.4 Charakterisierung der Amer1 knock-out Maus 
4.1.4.1 Der knock-out von Amer1 zeigt keinen offensichtlichen Phänotyp 
Da ein globaler knock-out von Amer1 zu embryonaler Letalität führt und Amer1-
Mutationen des Weiteren mit kolorektalen Karzinomen assoziiert sind, wurde bei den 
Tieren mit intestinaler Deletion von Amer1 besonderer Augenmerkt auf den 
Gesundheitszustand und eine eventuelle Tumorentwicklung gelegt. Wie in 4.1.1 
beschrieben, entstanden aus der Verpaarung von Amer1 fl/fl- und Villin-Cre Mäusen 
die möglichen Genotypen zu gleichen Teilen, so dass der knock-out im Darm keinen 
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Einfluss auf die embryonale Entwicklung der Mäuse zu haben scheint. Die Mäuse 
entwickelten sich normal und zeigten keine äußerlichen Anzeichen eines krankhaft 
veränderten Darms, wie Gewichtsverlust oder Diarrhoe. Das Körpergewicht am Tag der 
Präparation sowie die Vermessung der Darmlänge zeigten keinen Unterschied 
zwischen knock-out - und Kontrollmäusen (Abb. 16A, C). Die makroskopische 
Begutachtung der Darmmukosa ergab keine gesteigerte Tumorgenese in fl/y, Cre-
Mäusen. Da die Tiere im Alter zwischen 12-16 Wochen (Junge Mäuse) keinen 
offensichtlichen Phänotyp zeigten und nicht auszuschließen war, dass die Deletion von 
Amer1 Langzeiteffekte auslösen könnte, wurden zusätzlich Tiere im Alter von 62 – 67 
Wochen (Alte Mäuse) analysiert (Abb. 16B). Auch hier konnte bei den untersuchten 
Parametern kein Unterschied zwischen fl/y- und fl/y, Cre-Mäusen festgestellt werden.  
 
 
Abbildung 16: Makroskopischer Phänotyp des Amer1 knock-outs im Darm. (A) Körpergewicht 
von Mäusen ohne (fl(y) und mit (fl/y, Cre) Amer1 knock-out zum Zeitpunkt der Präparation. JUNG 
(Alter: 12 – 16 Wochen, fl/y n = 11; fl/y, Cre n= 14), ALT (Alter: 62 – 67 Wochen alt, fl/y n = 9; fl/y, 
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Cre n = 10). (B) Repräsentatives Bild der Darmmukosa von jungen und alten fl/y- und fl/y, Cre-
Mäusen. Der Darm wurde longitudinal geöffnet und flach ausgebreitet. Maßstab = 1 cm. (C) Länge 
Dünndarm und Kolon von jungen und alten fl/y- und fl/y, Cre-Mäusen. JUNG (fl/y n = 3; fl/y, Cre n= 
3), ALT (fl/y n = 3; fl/y, Cre n = 4). P-Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer 
Auswertung (T-Test). 
 
4.1.4.2 Amer1 hat keinen Einfluss auf die Erhaltung der intestinalen Homöostase 
Da bei den Amer1 deletierten Mäusen kein offensichtlich starker Phänotyp festgestellt 
werden konnte, wurde mit histologischen Untersuchungen der Struktur des 
Darmepithels fortgefahren. Die Mäuse wurden entweder im Alter von 12 - 16 Wochen 
(Jung) oder 62 – 67 Wochen (Alt) getötet und der gesamte Darm wurde entnommen. 
Der Dünndarm wurde in drei gleiche Teile, welche Duodenum, Jejunum und Ileum 
repräsentieren, geteilt. Das Kolon wurde in einem Stück belassen. Von allen Teilen 
wurden Swiss-Rolls angefertigt um einen Überblick über eventuelle Auffälligkeiten über 
die gesamte Darmlänge zu gewinnen. In keinem der analysierten Tiere wurden Tumore 
entdeckt, auch nicht bei den über 60 Wochen alten Mäusen. Die Villi- und 
Kryptenstrukturen im Dünndarm erscheinen gleichmäßig und normal ausgebildet. Auch 
im Kolon gibt es keine Abweichungen in den fl/y, Cre-Mäusen, die auf gestörte 
Homöostase in den Krypten bzw. Störungen in der Zelldifferenzierung hinweisen 
könnten (Abb. 17A). Das gleiche Bild zeigt sich in den stark gealterten, über 60 Wochen 
alten Mäusen. Auch hier zeigt sich eine normale Darmstruktur und keine offensichtlicher 
Langzeiteffekt der Amer1-Deletion (Abb. 17B). 
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Abbildung 17: HE Färbung Darmgewebe junger und alter Mäuse. (A) Repräsentatives Bild einer 
HE-Färbung von Swiss-Rolls vom Ileum und Colon JUNGER fl/y- und fl/y, Cre-Mäuse. (B) 
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Repräsentatives Bild einer HE-Färbung von Swiss-Rolls vom Ileum und Colon ALTER fl/y- und fl/y, 
Cre-Mäuse. Sterne = Peyer-Drüsen. Maßstab = 500 µm. 
 
Zur Bestätigung des Eindrucks, dass die Ausbildung der Epithelstruktur in den fl/y, Cre-
Mäusen nicht beeinträchtig ist, wurden in allen vier Abschnitten des Darms 
morphologische Parameter, wie Villilänge, Kryptentiefe, Submukosadicke und 
Mukosadicke ausgemessen (Abb. 18A). Es ist bekannt, dass die Villilänge zum distalen 
Ende des Dünndarms hin abnimmt, was hier auch gezeigt werden konnte. Die 
Kryptentiefe zeigt keine Änderung über die gesamte Länge des Dünndarms, ist aber 
weitaus geringer als die im Kolon. Die Messdaten für die Parameter Submukosa und 
Muskularis in den jungen Mäusen sind sehr breit gestreut, was den nicht ganz idealen 
Präparaten aus diesem Darmabschnitt geschuldet ist. In der Literatur wird von einem 
Anstieg der Villilänge, bei gleichbleibender Kryptentiefe im Jejunum gealterter Mäuse 
berichtet, was hier nur zum Teil für die nicht veränderte Kryptentiefe gezeigt werden 
konnte. Bei allen Übereinstimmungen der erhobenen Daten mit gängiger Literatur, 
konnte für keinen Parameter, weder im Dünndarm, noch im Kolon, ein signifikanter 
Unterschied oder auch eine Tendenz zwischen Kontroll – und Amer1 knock-out-
Mäusen festgestellt werden (Abb. 18B, C). Zusammenfassend lässt sich somit 
festhalten, dass die Deletion von Amer1 keinen Einfluss auf den Aufbau des 
Darmepithels in jungen Mäusen hat. Auch Langzeiteffekte, die auf eine eventuell leichte 
Störung der Darmhomöostase hindeuten könnten, wurden bei den erhobenen Daten 
nicht beobachtet. 
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Abbildung 18: Einfluss von Amer1 auf morphologische Parameter im Dünndarm und Kolon 
junger und alter Mäuse. Repräsentative HE-Färbung von Dünndarm- und Kolongewebe zur 
Darstellung wie die morphometrischen Parameter gemessen wurden. (VL) Villilänge, (KT) 
Kryptentiefe, (SD) Submukosadicke, (MD) Mukosadicke. Maßstab = 100 µm. (B) Quantifizierung der 
in (A) beschriebenen Parameter in Dünndarm und Colon junger Mäuse. fl/y (n = 4); fl/y, Cre (n = 4). 
(C) Quantifizierung der in (A) beschriebenen Parameter in Dünndarm und Colon alter Mäuse.  
fl/y (n = 3); fl/y, Cre (n = 3). P-Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung 
(T-Test). 
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4.1.4.3 Die Anzahl der Becherzellen wird durch einen knock-out von Amer1 nicht 
beeinflusst 
Es ist bekannt, dass der Wnt-Signalweg Einfluss auf die Differenzierung von 
Epithelzellen ausübt. So führt die Blockierung des Wnt-Signals in vivo zu einer 
Reduktion oder dem Fehlen von Becher- Enteroendokrinen- und Panethzellen 
(Gregorieff & Clevers, 2005). Andererseits beeinflusst R-Spondin, welches den Wnt-
Signalweg aktiviert und Hyperproliferation von Krypten induziert, nicht die 
Differenzierung oder Lokalisation von Becherzellen (K.-A. Kim et al., 2005). Um zu 
überprüfen ob der knock-out von Amer1 einen Einfluss auf die Zelldifferenzierung und 
damit die Anzahl von Becherzellen hat, wurde Darmgewebe von jungen und alten 
Mäusen einer PAS-Färbung unterzogen und die Anzahl der Becherzellen pro Krypte im 
distalen Dünndarm bestimmt (Abb. 19A). Es wurden pro Tier 20 Krypten ausgezählt. 
Das Alter selbst scheint keinen Einfluss auf die Anzahl der Becherzellen pro Krypte zu 
haben, was sich mit anderen Publikationen, die altersspezifische Unterschiede im Darm 
beleuchten, deckt. Im Mittel wurden zwischen sechs und sieben Becherzellen gezählt, 
unabhängig vom Genotyp oder dem Alter der Mäuse (Abb. 19B). Die Amer1-Deletion 
im Darmepithel hat also keinen Einfluss auf die Epithelzelldifferenzierung im Hinblick 
auf die Anzahl der Becherzellen.  
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Abbildung 19: Einfluss von Amer1 auf die Zelldifferenzierung von Becherzellen.  
(A) Repräsentative PAS-Färbung von Swiss-Rolls vom Ileum junger und alter fl/y- und fl/y, Cre-
Mäuse. Eine einzelne Krypte ist stark vergrößert in einem Ausschnitt dargestellt. Der entsprechende 
Ausschnitt im Übersichtsbild ist mit einer gestrichelten Box markiert. Maßstab = 500 µm.  
(B) Quantifizierung PAS-positiver Becherzellen pro Krypte im Dünndarm von jungen und alten fl/y- 
und fl/y, Cre-Mäusen. Jung (fl/y n = 4; fl/y, Cre n= 4), Alt (fl/y n = 3; fl/y, Cre n = 4). P-Werte 
repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung (T-Test). 
 
4.1.4.4 Die Zellproliferation wird durch den Amer1 knock-out nicht beeinträchtigt 
Obwohl keine intestinalen Tumore oder Änderungen der Struktur des Darmepithels 
sowie eine beeinträchtigte Epithelzelldifferenzierung zu beobachten waren, würde man 
beim knock-out eines putativen Tumorsuppressors eine gesteigerte Zellproliferation 
erwarten. Daher wurde in einem nächsten Schritt die Zellproliferation in Amer1 
deletierten Mäusen analysiert. Von jungen, 10 Wochen alten Mäusen wurde von 
Proben des distalen Dünndarms, immunhistochemisch der Proliferationsmarker Ki67 
angefärbt (Abb. 20A). Ki67 ist ein Protein, welches spezifisch in proliferierenden Zellen 
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in allen Phasen des Zellzyklus, außer der G0-Phase, exprimiert wird. Mit dem 
Hintergrund der bisherigen negativen Daten in Bezug auf einen Einfluss von Amer1 auf 
das Darmepithel, wurde, wenn überhaupt, nur ein kleiner Effekt erwartet. Um die 
Quantifizierung Ki67-positiver Zellen so objektiv wie möglich zu gestalten und die 
Detektion eines geringen Unterschiedes damit wahrscheinlicher zu machen, wurde mit 
Hilfe einer Software gezählt. Es wurde die Gesamtzellzahl und die Zahl aller  
Ki67-positiven Zellen pro Bild ermittelt. Der Quotient aus Ki67-positiven Zellen und der 
Gesamtzellzahl pro Bild, ergibt die relative Anzahl proliferierender Zellen pro Bild (Abb. 
20B). Pro Maus wurden im Mittel 20 Bilder ausgezählt. Trotz der standardisierten 
Zählweise sind die Daten relativ breit gestreut und bewegen sich bei den fl/y-Mäusen 
zwischen 22 – 34 % und den fl/y, Cre-Mäusen bei 23 – 37 % Ki67-positiver Zellen pro 
Bild. Die Mittelwerte beider Genotypen unterscheiden sich kaum und sind statistisch 
nicht signifikant. Daher lässt sich auch hier festhalten, dass die Deletion von Amer1 
sehr wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Proliferationsrate im intestinalen Epithel hat. 
 
 
Abbildung 20: Einfluss von Amer1 auf die intestinale Zellproliferation. (A) Repräsentative 
immunhistochemische Färbung von distalem Dünndarmgewebe 10 Wochen alter fl/y- und fl/y, Cre-
Mäuse mit einem Antikörper gegen Ki67. Zellkerne sind durch eine Färbung mit Hämatoxylin 
dargestellt. Maßstab = 100 µm. (B) Quantifizierung Ki67-positiver Zellen pro Bild. Pro Maus wurden 
20 Bilder ausgezählt. Angegeben ist die relative Zahl Ki67-positiver Zellen zu der Gesamtzellzahl 
pro Bild in Prozent. fl/y n = 4; fl/y, Cre n= 5. P-Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach 
statistischer Auswertung (T-Test). 
Ergebnisse 
46 
4.1.4.5 Die Amer1-Deletion führt nicht zu einer Aktivierung des Wnt-Signalweges 
Fasst man alle bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit zusammen, scheint die Deletion 
von Amer1 im intestinalen Epithel keinerlei detektierbare Effekte zu verursachen. Die 
Darmstruktur ist unverändert, es gibt keinen Unterschied in der Differenzierung von 
sekretorischen Becherzellen. Auch die Zellproliferation ist nicht gestört. Das legt die 
Vermutung nahe, dass letztendlich der Wnt-Signalweg nicht, wie angenommen, durch 
den knock-out von Amer1 aktiviert wurde. Eine Kumulation von -Catenin im 
Zytoplasma ist ein solcher Indikator für einen aktivierten Wnt-Signalweg. Zur 
Überprüfung dieser Vermutung, wurden die IEZ junger Mäuse isoliert und mittels 
hypotoner Proteinlysate die Menge von zytosolischem -Catenin bestimmt. Als 
Kontrolle dienten sowohl fl/y-Mäuse, als auch WT- und Cre-Mäuse. In keinem Fall sieht 
man einen deutlichen Unterschied bzw. einen Anstieg der -Catenin Proteinmenge von 
Kontrolle zu Amer1 knock-out (Abb. 21A).  
Ein weiterer Ansatz zur Klärung einer eventuellen Beeinflussung des Wnt-Signalweges, 
ist die Bestimmung der intrazellulären Lokalisation von -Catenin im intestinalen 
Epithel. Dazu wurden von jungen und alten Mäusen Dünndarm- und Kolon - Swiss Rolls 
angefertigt und immunhistochemisch -Catenin angefärbt. Im normalen, nicht 
veränderten Epithel ist -Catenin hauptsächlich an der Zellmembran lokalisiert und 
somit eine essentielle Komponente für den Aufbau und die Aufrechterhaltung des 
epithelialen Phänotyps (Brabletz et al., 2001). Zusätzlich kann -Catenin auch im 
Zytoplasma und im Nukleus vorliegen. Am Kryptenboden sind, bedingt durch die dortige 
hohe Wnt-Aktivität, Zellen mit nukleärem -Catenin zu finden. Weiter Richtung 
Kryptenmitte und mit nachlassender Wnt-Aktivität verliert sich die nukleäre Lokalisation. 
Sollte es durch den knock-out von Amer1 zu einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs 
gekommen sein, wird ein Anstieg von zellulärem und nukleärem -Catenin in den 
Epithelzellen erwartet. Hauptsächlich konnte sowohl im Dünndarm, als auch im Colon 
junger und alter Mäuse, membranöses -Catenin nachgewiesen werden und zum Teil 
die Wnt-Gradient bedingte nukleäre Lokalisation gezeigt werden. Areale oberhalb des 
Kryptenbodens mit verstärkt zytoplasmatischer oder nukleärer Färbung, welche auf 
eine Aktivierung des Wnt-Signalweges und eventuelle AKFs (Aberrante Kryptenfoci) 
hindeuten könnten, wurden weder bei den jungen noch den alten Amer1 knock-out 
Mäusen festgestellt (Abb. 21B, C). 
Nimmt man die Ergebnisse der unveränderten zytoplasmatischen Proteinmenge von  
-Catenin und der nicht veränderten intrazellulären Lokalisation zusammen, kann man 
festhalten, dass der knock-out von Amer1 nicht zu einer Aktivierung des Wnt-
Signalweges im intestinalen Epithel führt. 
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Abbildung 21: Einfluss von Amer1 auf -Catenin. (A) Westernblotanalyse von angeglichenen, 
hypotonen Proteinlysaten aus IEZ von jungen Amer1 knock-out- (fl/y, Cre) und Kontrollmäusen (Cre; 
WT; fl/y). -Catenin wurde mittels -Catenin-spezifischem Antikörper detektiert. Tubulin dient als 
Ladekontrolle. (B, C) Repräsentative immunhistochemische Färbung von distalem Dünndarm- und 
Kolongewebe junger und alter fl/y- und fl/y, Cre-Mäuse mit einem Antikörper gegen -Catenin. 
Zellkerne sind durch eine Färbung mit Hämatoxylin dargestellt. Schwarze Pfeilspitzen = Nukleäres 
-Catenin. Weiße Pfeilspitzen = membranöses -Catenin. Maßstab im Übersichtsbild = 100 µm, in 
der Vergrößerung (gestrichelte Umrandung) = 25 µm. 
 
4.1.4.6 Zielgene des Wnt-Signalweges werden durch den Amer1 knock-out nicht 
beeinflusst 
Ein letzter Schritt in der Analyse des Amer1 knock-outs im intestinalen Epithel stellte 
die Zielgenanalyse des Wnt-Signalweges dar. Dazu wurden von IEZ junger Mäuse die 
mRNA isoliert und die Expression der Wnt-Zielgene Axin2/Conductin und LGR5, mittels 
quantitativer real-time PCR untersucht. Dabei wird auch hier sehr deutlich, dass trotz 
Amer1-Deletion keine Änderung der Wnt-Zielgenexpression beobachtet werden kann. 
Im Fall der Axin2/Conductin-Expression schwanken die Werte in beiden Gruppen 
ähnlich stark, der Mittelwert der Kontrollgruppe (Mittelwert = 45,15) ist sogar fast 
identisch mit der Amer1-knock-out-Gruppe (Mittelwert = 47,38). Die LGR5-Expression 
in den IEZ ist in der Kontrollgruppe zwar etwas niedriger (Mittelwert = 19,49) als bei den 
Amer1 knock-out Mäusen (Mittelwert = 31,62), aber der Unterschied ist nicht statistisch 
signifikant (Abb. 22A). Untermauert wird dieser Eindruck von Ergebnissen der 
Zielgenexpression in der Kryptenfraktion. Die Wnt-Aktivität folgt einem Krypt-Villus-
Gradienten, wobei sie in den Krypten am stärksten ausgeprägt ist. Daher ist in den 
Krypten auch die Axin2/Conductin- und LGR5-Expression und wie bereits in Abbildung 
14F gezeigt, die Amer1-Expression am höchsten. Daher würde man einen 
detektierbaren Effekt des Amer1 knock-outs wohl dort am ehesten vermuten. Aber auch 
in der Kryptenfraktion zeigt sich kein Unterschied zwischen den Kontrollmäusen und 
denen mit der Amer1-Deletion. Die Axin2/Conductin- und LGR5-Expression ist zwar, 
wie erwartet, in den Krypten deutlich höher als in den IEZ, welche aus Villi und Krypten 
bestehen, aber der leichte Unterschied in den Mittelwerten der Axin2/Conductin- und 
LGR5 Expression von fl/y- und fl/y, Cre-Mäusen ist bei weitem nicht statistisch 
signifikant (Abb. 22B).  
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Abbildung 22: Einfluss Amer1 auf die Wnt/-Catenin Zielgenexpression. (A) Bestimmung der 
mRNA-Expression von Axin2/Conductin und LGR5 durch qRT-PCR in IEZ von jungen Mäusen. 
Kontrolle setzt sich zusammen aus WT (n = 4); fl/y (n = 3); fl/y, Cre (n = 7). Expression relativ zu -
Actin. (B) Bestimmung der mRNA-Expression von Axin2/Conductin und LGR5 durch qRT-PCR der 
Kryptenfraktion von jungen Mäusen. fl/y (n = 4); fl/y, Cre (n = 3). Expression relativ zu GAPDH. P-
Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung (T-Test). 
 
4.1.4.7 Die Amer1-Deletion führt nicht zu einer Hochregulation der Paraloge 
Amer2 und Amer3 
In der Literatur sind viele Beispiele bekannt, bei denen der nachweisliche knock-out 
eines Gens nicht zu physiologischen Auffälligkeiten führt (Barbaric, Miller, & Dear, 
2007). Eine Erklärung dafür wäre die Hochregulation weiterer Mitglieder derselben 
Genfamilie. Zum Beispiel zeigt der knock-out des ribosomalen Gens Rpl22 in der Maus 
keine Defekte aufgrund der Hochregulation seines Paralogs Rpl22l1 (O’Leary et al., 
2013). Amer1 gehört ebenfalls zu einer Genfamilie, mit den weiteren Mitgliedern Amer2 
und Amer3. Amer1 zeigt ein breites Expressionsspektrum in fast allen Geweben. Amer2 
und Amer3 sind fast ausschließlich im zentralen und peripheren Nervensystem 
exprimiert (Comai et al., 2010). In Anbetracht der Tatsache, dass die Deletion von 
Amer1 keinen bislang erkennbaren Phänotyp verursacht, wurde die Expression von 
Amer2 und Amer3 in IEZ mittels quantitativer real-time PCR untersucht. Da, wie oben 
beschrieben, beide Gene sehr wahrscheinlich nicht im intestinalen Epithel exprimiert 
sind, wurde eine Positivkontrolle mit RNA aus Gehirngewebe eines Wildtyptieres 
verwendet. Die Ergebnisse bestätigen zum einen die in situ-
Hybridisierungsexperimente von Comai et al. dahingehend, dass Amer2 und Amer3 nur 
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minimal bzw. überhaupt nicht im intestinalen Epithel exprimiert sind. Bei Amer3 ist die 
Expression sogar am Rande der Nachweisgrenze. Zum anderen ist kein Unterschied 
der relativen mRNA-Expression zwischen Kontrolltieren und Amer1 knock-out Tieren 
zu erkennen (Abb. 23). Somit lässt sich also festhalten, dass es durch die Deletion von 
Amer1 nicht zu einer Hochregulation von dessen Paralogen Amer2 und Amer3 kommt.  
 
 
Abbildung 23. Einfluss des Amer1 knock-outs auf die Expression der Paraloge Amer2 und  
Amer3. Bestimmung der mRNA-Expression von Amer2 und Amer3 durch qRT-PCR in IEZ von 
jungen Mäusen. IEZ Kontrolle setzt sich zusammen aus WT (n = 4); fl/y (n = 2); fl/y, Cre (n = 6); 
Gehirn WT (n = 1). Expression relativ zu -Actin. P-Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach 
statistischer Auswertung (T-Test). 
 
4.1.5 Die Regenerationsfähigkeit des Amer1 deletierten intestinalen Epithels 
nach Bestrahlung 
Das intestinale Epithel zeigt nach einer Zerstörung durch radioaktive Bestrahlung eine 
erstaunliche Regenerationsfähigkeit. Eine Dosis von 12 Gy zum Beispiel zerstört die 
Hämatopoese, der Darm jedoch ist in der Lage sich vollkommen zu regenerieren. 
Charakterisiert ist die intestinale Regeneration hauptsächlich durch einen Anstieg der 
Proliferation in den Krypten (Withers, H. R. and Elkind, 1970). Der Wnt-Signalweg spielt 
dabei eine entscheidende Rolle. Einige Studien belegen, dass eine gesteigerte Wnt-
Aktivität den Regenrationsprozess beschleunigen kann (Ashton et al., 2010; K.-A. Kim 
et al., 2005; Zhou, Geng, Spence, & Geng, 2013). Die bisherigen Ergebnisse zeigen, 
dass der knock-out von Amer1 keinen Einfluss auf die normale Darmhomöostase hat. 
Vielleicht ist aber die Zerstörung der Darmhomöostase notwendig, um im 
anschließenden Prozess der Regeneration einen Effekt der Amer1-Deletion zu 
provozieren.  
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4.1.5.1 Bestimmung der Bestrahlungsstärke und des Analysezeitpunkts der 
Mäuse 
Um den Experimentaufbau hinsichtlich der Bestrahlungsstärke und dem Tag der 
Analyse der Mäuse bestmöglich zu gestalten, wurde ein Vorversuch mit je einer  
fl/y-Maus pro Bedingung durchgeführt. Es ist bekannt, dass eine Strahlungsstärke von 
8 bis 15 Gy aufgewandt werden muss, um das intestinale Epithel zu zerstören. Der 
regenerative Prozess kann dabei in drei Phasen eingeteilt werden: die apoptotische 
Phase, in den ersten beiden Tagen nach Bestrahlung, die proliferative Phase an den 
Tagen zwei bis vier und die Normalisierungsphase bis zu Tag sieben (Booth, Tudor, 
Tudor, Katz, & MacVittie, 2012). Daher wurden die Mäuse mit entweder 8 Gy oder 10 
Gy bestrahlt und nach 3 bzw. 4 oder 7 Tagen getötet. Die Erwartung war, nach 3 Tagen 
die Hyperproliferation in den Krypten durch Messung der Kryptentiefe nachweisen zu 
können. Ebenso sollte nach 7 Tagen das Darmepithel wieder den Normalzustand 
erreicht haben. Äußere Symptome der Bestrahlung sind Diarrhö, Dehydration und 
damit verbunden ein verschlechterter Allgemeinzustand der Tiere. Daher wurde das 
Gewicht streng kontrolliert und bei Überbelastung das jeweilige Tier aus dem Versuch 
genommen. In Abbildung 24A wird der Einfluss der Bestrahlung auf das Körpergewicht 
sehr deutlich. Sowohl bei 8 Gy (lila Kurven), als auch bei 10 Gy (grüne Kurven) ist eine 
deutliche Abnahme des Körpergewichts bereits am ersten Tag nach der Bestrahlung 
zu verzeichnen. Die höhere Bestrahlungsdosis mit 10 Gy und damit stärkere Zerstörung 
des intestinalen Epithels führt erwartungsgemäß zu einer schnelleren und stärkeren 
Abnahme des Gewichts. Nach 3 bzw. 4 Tagen und damit nach der proliferativen Phase, 
regeneriert sich der Darm und das Körpergewicht der Mäuse steigt dadurch ebenfalls 
wieder an. Dieser äußere Eindruck wird durch die Vermessung der Kryptentiefe 
bestätigt (Abb. 24B). Hier ist sowohl bei 8 Gy, als auch bei 10 Gy die Hyperproliferation 
in den Krypten nach 3 bzw. 4 Tagen, durch einen Anstieg der Kryptentiefe messbar. In 
beiden Fällen gleicht sich die Kryptentiefe nach 7 Tagen an die der unbestrahlten 
Kontrolle an, was für die erwartete, komplette Regeneration des Epithels spricht.  
 
 
Abbildung 24: Bestimmung der Bestrahlungsdosis und des Präparationszeitpunkts. (A) 
Gewichtskurve von 12 – 15 Wochen alten fl/y-Mäusen mit und ohne Bestrahlung. Pro Bedingung 0 
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Gy, 8 Gy, 10 Gy (n = 1). (B) Quantifizierung der Kryptentiefe im Ileum der Mäuse aus (A). Pro Maus 
und Darmabschnitt wurden 18 Messpunkte vermessen. 
Zusammenfassend lässt sich aus dem Vorversuch entnehmen, dass die höhere 
Bestrahlungsdosis (10 Gy) nach 3 Tagen den größeren Zerstörungseffekt auf das 
Darmepithel bewirkt und es trotzdem nach 7 Tagen zu einer Regeration kommt. 
Aufgrund dieses großen, besser messbaren Effekts, wurde entschieden im 
Hauptexperiment die Tiere mit 10 Gy zu bestrahlen und nach 3 Tagen zu analysieren. 
Zusätzlich wurden weitere Tiere mit einer sehr hohen Dosis von 14 Gy bestrahlt, welche 
in etwa die Maximaldosis darstellt, von der sich das Darmepithel überhaupt erholen 
kann (Paris et al., 2001).  
 
4.1.5.2 Die Regenerationsfähigkeit des Darmepithels wird durch einen knock-out 
von Amer1 nicht beeinflusst 
Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, wurden junge Mäuse im Alter von 10 Wochen 
mit entweder 10 Gy oder 14 Gy bestrahlt und am dritten Tag nach der Bestrahlung 
analysiert. Ein erstes Indiz für einen Effekt des Amer1 knock-outs, wäre ein Unterschied 
im Körpergewicht zwischen fl/y- und fl/y, Cre-Mäusen. Wie bei den Vorversuchen ist 
der Einfluss der Bestrahlung auf das relative Körpergewicht der Tiere sehr deutlich 
messbar. Sowohl bei 10 Gy als auch bei 14 Gy (Abb. 25A) ist eine starke Reduktion 
bereits einen Tag nach der Bestrahlung zu verzeichnen, wobei die höhere Dosis auch 
hier den stärkeren Effekt verursacht. Im Mittel haben die Mäuse bei einer Dosis von  
10 Gy an Tag 3 rund 10 % ihres Körpergewichts verloren. Bei einer Dosis von 14 Gy 
liegt der Verlust bei durchschnittlich 13 %. Ein Unterschied zwischen fl/y- und fl/y, Cre-
Mäusen ist jedoch zu keinem Zeitpunkt und bei keiner Bestrahlungsdosis zu erkennen. 
Die Vermessung der Darmlänge zeigt ebenfalls den dosisabhängigen Effekt der 
Bestrahlung (Abb. 25B). Sowohl Dünndarm, als auch Kolon verkürzen sich in Folge des 
zerstörten Darmepithels. Interessanterweise ist das Kolon der fl/y, Cre-Mäuse sowohl 
im unbestrahlten, als auch bestrahlten Status ein wenig länger, als bei den 
Kontrollmäusen. Dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant und kann 
daher allenfalls als eine Tendenz eingestuft werden. 
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Abbildung 25: Körpergewicht und Darmlänge nach einer Strahlendosis von 10 Gy und 14 Gy. 
(A) Gewichtskurven 10 Wochen alter Mäuse mit und ohne Bestrahlung. Unbestrahlt: fl/y (n = 4);  
fl/y, Cre (n = 6). Bestrahlt 10 Gy: fl/y (n = 7); fl/y, Cre (n = 8). Bestrahlt 14 Gy: fl/y (n = 4); fl/y, Cre  
(n = 4). (B) Länge Dünndarm und Kolon von Mäusen mit und ohne Bestrahlung aus (A) am dritten 
Tag nach der Behandlung. P-Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung 
(T-Test). 
 
Die histologische Untersuchung zeigt das Ausmaß der Zerstörung des Darmepithels 
sehr deutlich (Abb. 26A). Im unbestrahlten Gewebe ist die schon beschriebene 
gleichmäßige Struktur von Villi und Krypten zu erkennen. Der nicht vorhandene Einfluss 
des Amer1 knock-outs wurde bereits in Kapitel 4.1.4.2 erörtert. Bereits die Bestrahlung 
mit einer Dosis von 10 Gy zeigt eine deutliche Störung der intestinalen Homöostase. 
Das Epithel wirkt unregelmäßiger, die Villi scheinen verkürzt. In einigen Arealen fehlen 
zum Teil die Krypten oder die verbleibenden Krypten sind, in Folge der erhöhten 
Proliferation, deutlich vergrößert. Die hohe Dosis von 14 Gy führt zu der erwarteten, 
massiven Schädigung des Darmepithels. Fast alle Stammzellen wurden zerstört und in 
Folge dessen sind nur noch sehr vereinzelt Krypten vorhanden. Aber auch hier gilt die 
Aussage, dass ein offensichtlicher Einfluss des Amer1 knock-outs auf die 
Regenerationsfähigkeit des Epithels nicht festgestellt werden kann. Zur Verifizierung 
dieses Eindrucks wurden die Krypten im Dünndarmgewebe der unbestrahlten und mit 
10 Gy bestrahlten Tiere vermessen (Abb. 26B). Auf eine Vermessung der mit 14 Gy 
bestrahlten Mäuse wurde verzichtet, da die noch vorhandenen Kryptenstrukturen derart 
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deformiert und unregelmäßig sind, dass eine standardisierte Datenerhebung nicht 
möglich war. Die Quantifizierung bestätigt die im Vorversuch erhobenen Ergebnisse, 
hinsichtlich der hyperproliferierenden und damit vergrößerten Krypten in den mit 10 Gy 
bestrahlten Mäusen. Ebenfalls bestätigt sich der Eindruck, dass Amer1 keinen Einfluss 
auf die Proliferation im Darmgewebe zu haben scheint. Beide Genotypen (fl/y und fl/y, 
Cre) unterscheiden sich nicht in der Tiefe der Krypten. Die Werte der einzelnen Mäuse 
zeigen zwar untereinander methodisch und physiologisch bedingte Schwankungen, 
diese Schwankungen sind jedoch in beiden Genotypen präsent und unabhängig von 
der Bestrahlung. Betrachtet man die jeweiligen Mittelwerte der 10 Gy bestrahlten Tiere, 
so ist die Kryptentiefe der fl/y-Mäuse mit 119 µm gegenüber der fl/y, Cre-Mäuse mit  
120 µm derart ähnlich, dass man relativ sicher davon ausgehen kann, dass die Deletion 
von Amer1 keinen Einfluss auf die intestinale Regenerationsfähigkeit hat. 
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Abbildung 26: Darmmorphologie des bestrahlten Darmgewebes. (A) Repräsentative HE-
Färbung von Dünndarmgewebe 10 Wochen alter fl/y- und fl/y, Cre-Mäuse. Die Tiere wurden nicht 
oder mit 10 Gy bzw. 14 Gy bestrahlt. Sowohl bestrahlte, als auch unbestrahlte Wurfgeschwister 
wurden am dritten Tag des Versuchs analysiert. Maßstab = 100 µm. (B) Quantifizierung der 
Kryptentiefe im Ileum der Mäuse aus (A). Pro Maus und Darmabschnitt wurden 18 Messpunkte 
vermessen. Unbestrahlt: fl/y (n = 4); fl/y, Cre (n = 6). Bestrahlt 10 Gy: fl/y (n = 7); fl/y, Cre (n = 8). P-
Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung (T-Test). 
 
Zur finalen Absicherung der Aussage, dass Amer1 sehr wahrscheinlich keinen Einfluss 
auf die Regenerationsfähigkeit des intestinalen Epithels hat, wurde die Zellproliferation 
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im Darmgewebe der bestrahlten Mäuse analysiert. Dazu wurden, wie in Kapitel 4.1.4.4 
beschrieben, Proben des distalen Dünndarms immunhistochemisch mit dem 
Proliferationsmarker Ki67 angefärbt und mit Hilfe einer Software die Gesamtzellzahl 
und die Zahl aller Ki67-positiven Zellen pro Bild ermittelt. Der Quotient aus Ki67-
positiven Zellen und der Gesamtzellzahl pro Bild ergibt dabei die relative Anzahl 
proliferierender Zellen pro Bild. Durch die Quantifizierung einzelner Zellen, war es mit 
dieser Methode auch möglich, das stark zerstörte und deformierte Gewebe der 14 Gy 
bestrahlten Tiere zu erfassen. Wie bereits durch die HE-Färbung gezeigt, ist der Grad 
der Zerstörung des Darmepithels abhängig von der Bestrahlungsdosis. So sind im  
10 Gy bestrahlten Gewebe eine Vielzahl proliferierender Zellen vorhanden. Die Dosis 
von 14 Gy zeigt, besonders mit dieser Färbung, dass fast alle Stammzellen zerstört und 
damit letztendlich auch fast keine proliferierenden Zellen mehr vorhanden sind  
(Abb. 27A). Die Quantifizierung bestätigt die vorangegangenen Ergebnisse. Bei keiner 
Bestrahlungsdosis konnte ein Unterschied zwischen Amer1 knock-out und 
Kontrollmäusen in der Anzahl proliferierender Zellen festgestellt werden. Obwohl die 
Einzelwerte wieder Schwankungen unterworfen sind, sind diese in beiden Genotypen 
gleich stark vertreten. Die Mittelwerte der 10 Gy-bestrahlten Gruppe ähneln sich mit  
fl/y (26,81 %) und fl/y, Cre (27,06 %) wieder sehr stark. In der 14 Gy bestrahlten Gruppe 
ist eine Tendenz zu weniger proliferierenden Zellen bei den Amer1 knock-out Tieren zu 
verzeichnen. Dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant (Abb. 27B). 
 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass Amer1 bei der Regenerationsfähigkeit 
des Darmepithels keine Rolle zu spielen scheint. Wie zuvor in den Kapiteln 4.1.4.5 und 
4.1.4.6 gezeigt, führt die Deletion von Amer1 während der Darmhomöostase nicht zur 
Aktivierung des Wnt-Signalweges. Der verfolgte Ansatz mit der Bestrahlung das 
Gewebe Stress auszusetzen und das Amer1 deletierte Darmepithel im Zustand der 
Regeneration zu analysieren, unterstützt diese Ergebnisse. Geht man davon aus, dass 
eine gesteigerte Wnt-Aktivität zu einer beschleunigten Regenerationsfähigkeit führt, 
konnte kein Einfluss von Amer1 festgestellt werden. Die Amer1-Deletion führt damit 
sehr wahrscheinlich im sich regenerierenden Epithel nicht zu einer Aktivierung des Wnt-
Signalweges. 
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Abbildung 27: Zellproliferation im bestrahltem Darmgewebe. (A) Repräsentative 
immunhistochemische Färbung von Dünndarmgewebe 10 Wochen alter fl/y- und fl/y, Cre-Mäuse mit 
einem Antikörper gegen Ki67. Zellkerne sind durch eine Färbung mit Hämatoxylin dargestellt. Die 
Tiere wurden entweder mit 10 Gy oder 14 Gy bestrahlt und am dritten Tag des Versuchs analysiert. 
Maßstab = 100 µm. (B) Quantifizierung Ki67-positiver Zellen pro Bild in Dünndarm der Mäuse aus 
(A). Pro Maus wurden 20 Bilder ausgezählt. Angegeben ist die relative Zahl Ki67-positiver Zellen zu 
der Gesamtzellzahl pro Bild in Prozent. 10 Gy: fl/y (n = 7); fl/y, Cre (n = 8). 14 Gy: fl/y (n = 4); fl/y, 
Cre (n = 4). P-Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung (T-Test). 
 
4.2 Die Deletion des Amer1-Gens im Darmepithel von Mäusen 
mit APCmin-Mutation 
In verschieden Studien der letzten Jahre wurde mutiertes Amer1 immer wieder mit 
Darmkrebs assoziiert (Muzny et al., 2012; Sanz-Pamplona et al., 2015; Scheel et al., 
2010). Die Untersuchungen im ersten Teil dieser Arbeit, legen den Schluss nahe, dass 
die alleinige Amer1-Deletion im Darmepithel keinen Einfluss auf die Tumorgenese hat 
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oder eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs bewirkt. Ein Hauptteil der Amer1-Mutationen 
im kolorektalen Karzinom tritt in Kombination mit mutiertem APC auf. Dadurch stellt sich 
die Frage, ob eine Kombination dieser beiden Mutationen funktionelle Auswirkungen 
auf die Tumorentstehung oder –progression haben könnte.  
Zu diesem Zweck wurden transgene Mäuse erzeugt, die sowohl den konditionalen 
Amer1 knock-out im Darmepithel besitzen, als auch eine Keimbahnmutation des 
Tumorsuppressorgens APC. Dazu wurden APCmin/+ -Mäuse erworben, welche eine 
heterozygote APC-Mutation besitzen und mit dem bereits vorhanden konditionalen 
Amer1-Mausmodell gekreuzt. Im APCmin/+ -Mausmodell führt eine nonsense-Mutation 
zu einer Trunkierung von APC im Kodon 850 (Moser, Pitot, & Dove, 1990; Su et al., 
1992). Diese Tiere entwickeln eine Vielzahl von Tumoren im Dünndarm und einige 
wenige im Dickdarm. Dieses Mausmodell ist daher gut geeignet, den Einfluss von 
Amer1 auf die Tumorgenese zu untersuchen. 
 
4.2.1 Erzeugung von Mäusen mit konditionalem Amer1 knock-out im Darm 
im Hintergrund einer heterozygoten APC-Mutation 
Um Mäuse zu generieren, die im Hintergrund eines APC-Mutation zusätzlich eine 
darmspezifische Deletion von Amer1 besitzen, wurden zunächst männliche fl/y, Cre-
Nachkommen aus der in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Verpaarung, erneut mit 
weiblichen, homozygot gefloxten Mäusen verpaart. Die entstandenen weiblichen 
Amer1 fl/fl, Cre-Tiere wurden in einer weiteren Verpaarung mit APCmin/+ -Männchen 
zusammengesetzt. Bei den resultierenden Nachkommen wurden acht Genotypen 
erwartet, wobei die vier weiblichen aufgrund der X-chromosomalen Lokalisation von 
Amer1 lediglich eine heterozygote Deletion von Amer1 aufweisen. Wie schon bei der 
Analyse der Amer1 knock-out Maus in Kapitel 4.1.4 wird der größere Effekt bei einem 
hemizygoten knock-out in den Männchen erwartet. Daher wurden die Weibchen im 
Voraus von der Analyse ausgeschlossen und auch nicht genotypisiert (Abb. 28A). Eine 
Auszählung der Männchen mehrerer Würfe ergab, dass auch hier die Nachkommen in 
normaler Mendelscher Frequenz entstehen (Abb. 28B). Daraus lässt sich schließen, 
dass die Kombination beider Mutationen ebenfalls keinen Einfluss auf die intrauterine 
Entwicklung der Embryonen hat.  
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Abbildung 28: Verpaarungsschema zur Generierung von Mäusen mit konditionalem Amer1 
knock-out im Darm im Hintergrund einer heterozygoten APC-Mutation. (A) Weibliche Mäuse 
mit loxP-flankierten Amer1 Allelen wurden mit männlichen fl/y, Cre-Mäusen verpaart. Die weiblichen 
fl/fl, Cre-Nachkommen dieser Verpaarung wurden mit APCmin/+ -Männchen angepaart. Darstellung 
aller erwarteten, männlichen Nachkommen der finalen Verpaarung und die Bezeichnung der 
Genotypen in dieser Arbeit. (B) Anteil der nach Mendel zu erwartenden Genotypen in Prozent und 
die letztendlich erhaltenen Genotypen (n = 127). 
 
4.2.2 Nachweis der Deletion von Amer1 in Tumoren der APCmin/+, fl/y, Cre-
Mäuse 
Um festzustellen, ob die Amer1-Deletion auch in den intestinalen Tumoren präsent ist 
und in welchem Ausmaß, wurden von 16 Wochen alten Mäusen Tumore aus dem 
Dünndarm und Kolon isoliert. Die daraus gewonnene genomische DNA wurde mit den 
Primern F9, R7, R8 aus Kapitel 4.1.3 (Abb. 15A) analysiert. Dabei sollte, wie bereits 
beschrieben, in den Wildtyp-APCmin/+ - und APCmin/+, fl/y-Mäusen lediglich ein 
Produkt mit der Primerkombination F9 + R8 entstehen. Durch Deletion des Exons 2 von 
Amer 1 in den APCmin/+, fl/y, Cre-Tieren, ist die Bindestelle für den Primer F8 nicht 
mehr existent und die Amplifikation eines Produkts mit den Primern F9 + R7 wird 
möglich. Sowohl in den Dünndarm- als auch in den Kolontumoren der APCmin/+, fl/y, 
Cre-Tiere konnte die Deletion von Amer1 gezeigt werden (Abb. 29A). Es hat den 
Anschein, dass der Amer1 knock-out im Kolontumor besser funktioniert hat, als im 
Dünndarmtumor. Da diese PCR jedoch keinen quantitativen Charakter besitzt und nur 
der direkte Vergleich der gefloxten Wildtypbande mit der knock-out-Bande zählen, kann 
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man von einer fast vollständigen Deletion von Amer1 in Dünndarm- und Kolontumoren 
ausgehen. Semi-quantitative und quantitative RT-PCR zeigten, dass es sowohl in 
Dünndarm- als auch Kolontumoren zu einer starken Verringerung der Amer1 
Expression kommt. Dabei ist festzuhalten, dass in Kolontumoren die allgemeine 
Genexpression und damit auch die von Amer1 wesentlich stärker ist, als in 
Dünndarmtumoren (Abb. 29B, C). 
 
 
Abbildung 29: Nachweis der Amer1-Deletion in Tumoren von APCmin/+, fl/y, Cre-Mäusen. A) 
PCR mit genomischer DNA aus Dünndarm und Kolontumoren. Die Tabelle zeigt alle möglichen 
Produktgrößen, die mit den gewählten Primern entstehen können. In APCmin/+, fl/y, Cre-Mäusen 
wird mit dem Primerpaar F9 + R7 ein Produkt von 317 bp amplifiziert, was auf eine erfolgreiche 
Deletion von Amer1 hinweist. In APCmin/+ und APCmin/+, fl/y-Mäusen können die Produkte von 
8673 bp und 8730 bp mit dieser Primerkombination und unter den gewählten PCR Konditionen nicht 
amplifiziert werden. (B) Semi-quantitative RT-PCR Analyse der Amer1 mRNA-Expression in 
Dünndarm- und Kolontumoren. GAPDH dient zum Nachweis vergleichbarer cDNA-Mengen. (C) 
qRT-PCR Analyse der Amer1-mRNA in Dünndarm- und Kolontumoren. Pro Gewebe und Genotyp 
(n = 3). Expression in Tumoren relativ zum Haushaltsgen -Actin. P-Werte repräsentieren 
Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung (T-Test). Tumorproben bestehend aus einer 
Vereinigung von 5 Tumoren pro Gewebe und Maus. 
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4.2.3 Charakterisierung des Amer1 knock-outs in APCmin/+ -Tumoren 
4.2.3.1 Der zusätzliche intestinale knock-out von Amer1 in Mäusen mit  
APCmin-Mutation zeigt keinen offensichtlichen Phänotyp 
Wie bereits erwähnt, entwickeln Mäuse mit einer heterozygoten Mutation von APC im 
Laufe ihres Lebens eine Vielzahl von Tumoren im Darm. Da in dieser Arbeit der Einfluss 
von Amer1 auf die Tumorentwicklung untersucht werden sollte, wurden 
unterschiedliche Analysezeitpunkte gewählt und zwar kurz nach der Geschlechtsreife 
mit 3 Monaten und ein mittlerer Zeitpunkt mit 4 Monaten. Durch die mit dem Alter stetig 
steigende Tumorbelastung, zeigen diese Tiere eine stark verkürzte Lebenserwartung 
von ca. 5 Monaten. Daher wurde der letzte Analysezeitpunkt mit 5 Monaten gewählt. 
Bedingt durch das rapide Tumorwachstum in den APCmin/+ -Mäusen und damit 
einhergehende Kachexie, wurde bei den Tieren streng auf das Körpergewicht und 
andere Anzeichen, wie z.B. Verschlechterung des Spontanverhaltens geachtet. In der 
Annahme, dass der Verlust des Tumorsuppressors Amer1 in den APCmin/+ -Mäusen 
eventuell zu einer gesteigerten Tumorgenese oder -progression führen könnte, wurde 
eine Abnahme des Körpergewichts in den APCmin/+, fl/y, Cre-Tieren erwartet. Am Tag 
der Tötung konnte weder in der 3- noch 4-Montaskohrte ein Unterschied im 
Körpergewicht von APCmin/+, fl/y, Cre und APCmin/+, fl/y-Tieren festgestellt werden. 
Nach 5 Monaten zeigt die Gruppe der APCmin/+, fl/y, Cre-Mäuse sogar einen Anstieg 
des Körpergewichts. Im Mittel ca. plus 2 g, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dieser 
Unterschied ist jedoch ganz knapp statistisch nicht signifikant, daher als Tendenz 
einzustufen und wahrscheinlich dem Umstand geschuldet, dass in der Kontrollgruppe 
6 Tiere, in der APCmin/+, fl/y, Cre-Gruppe jedoch 10 Tiere erfasst wurden (Abb. 30A). 
Eine Übersicht über die Parameter (i) blutiges After und (ii) vorzeitig getötet wegen zu 
hoher Belastung, zeigt klar, dass nur eine Minderheit der Tiere überhaupt 
Belastungserscheinungen zeigte und kein Einfluss der Amer1-Deletion auf diese 
Parameter deutlich wird. In Summe aller Genotypen und Analysezeitpunkte zeigten nur 
5 von 46 Tieren am Präparationstag einen leichten Darmvorfall oder ein leicht blutiges 
After. Abgesehen davon zeigten die Tiere ein relativ normales Spontanverhalten. Der 
Umstand der erwarteten, steigenden Tumorbelastung im Alter, führte zum Ausschluss 
zweier Tiere in der 5-Monatskohorte. Aber auch hier gibt es keinen offensichtlichen 
Einfluss der zusätzlichen Amer1-Deletion (Abb. 30B). 
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Abbildung 30. Makroskopischer Phänotyp des Amer1 knock-outs in APCmin/+ -Mäusen. (A) 
Körpergewicht von APC mutierten Mäusen ohne und mit zusätzlichem Amer1 knock-out zum 
Zeitpunkt der Präparation im Alter von 3, 4 oder 5 Monaten. APCmin/+, fl/y: 3 und 4 Monate (n = 7); 
5 Monate (n = 6). APCmin/+, fl/y, Cre: 3 und 4 Monate (n = 7); 5 Monate (n = 10). P-Werte 
repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung (T-Test). (B) Übersicht der belasteten 
oder vorzeitig getöteten Mäuse im Versuch zu den Analysezeitpunkten 3, 4 und 5 Monate. 
Gesamtzahl der Mäuse des jeweiligen Genotyps zum entsprechenden Zeitpunkt ist in Klammern 
gesetzt. Betroffene Genotypen / Zeitpunkte / Parameter sind rot markiert. 
 
4.2.3.2 Die Anzahl und Größe der Tumore in APCmin/+ -Mäusen wird durch einen 
Amer1 knock-out nicht beeinflusst 
In einer weiterführenden Analyse wurden Anzahl und Größe der Tumore in Dünndarm 
sowie Kolon und die daraus resultierende Tumorbelastung in den Tieren bestimmt. 
Dazu wurde der Darm entnommen, longitudinal geöffnet und flach ausgebreitet. 
Zählung und Messung wurden je vom kompletten Dünndarm bzw. Kolon erfasst. In den 
Übersichtsbildern wird deutlich, dass die Anzahl und Größe der Tumor mit dem Alter 
der Mäuse ansteigen. Wie bei diesem Mausmodell erwartet, bilden sich im Dünndarm 
weit mehr Tumore, als im Kolon. Nach der Erstveröffentlichung des APCmin/+  
-Mausmodells von (Moser et al., 1990) bewegt sich die Gesamtzahl von Tumoren im 
Gastrointestinalen Trakt zwischen 20 – 100, welches eine sehr große Spannbreite 
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darstellt. Des Weiteren ist bekannt, dass verschiedene Faktoren wie 
Nahrungszusammensetzung und das Mikrobiom Auswirkungen auf die Tumoranzahl 
haben (Li et al., 2012; Mai et al., 2003) und sich daher totale Tumorzahlen in 
verschiedenen Veröffentlichungen selten gleichen. Um sicher zu gehen, dass die 
Anzahl der Tumore in den APCmin/+, fl/y -Kontrolltieren nicht durch den gefloxten 
Amer1 Lokus beeinflusst wird, wurde zusätzlich bei einigen 5 Monate alten APCmin/+ 
-Tieren die Tumoranzahl bestimmt. Dabei ergaben sich für den Dünndarm 48 bis 114 
Tumore pro Maus, welches sich sehr gut mit den Ergebnissen der 5 Monate alten 
APCmin/+, fl/y -Tiere deckt, die zwischen 64 – 122 Tumore aufweisen (Daten nicht 
gezeigt).  
Vom ersten Eindruck her, kann man keinen Einfluss der Amer1-Deletion auf die 
Tumorentstehung oder -progression erkennen (Abb. 31A). Die Erfassung der Anzahl 
der Tumore im Dünndarm und Kolon, bestätigt diesen Eindruck. Die mittlere Anzahl der 
Tumore der APCmin/+, fl/y, Cre-Tiere liegt im Dünndarm bei allen drei 
Analysezeitpunkten sogar leicht unter dem Mittel der Kontrollgruppe. Dieser 
Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant. Im Kolon sind die Daten der 
einzelnen Mäuse breiter gestreut. Im Alter von 3 und 5 Monaten liegt die Anzahl Amer1 
deletierten Tumore leicht unter der der Kontrollmäuse. Das gegenteilige Bild ist jedoch 
im Alter von 4 Monaten der Fall. Daher kann man nicht von einem Trend sprechen. Die 
starken Schwankungen scheinen der natürlichen Varianz und der geringen 
Tumoranzahl in diesem Darmabschnitt geschuldet zu sein. Dahingehend und bedingt 
durch die ungleiche Kohortengröße, ist auch der statistisch signifikante Unterschied im 
Alter von 5 Monaten wahrscheinlich als Artefakt zu bewerten (Abb. 31B). Die 
Vermessung des Durchmessers der Tumore bestätigt den visuellen Eindruck des 
Wachstums mit steigendem Alter der Mäuse. Im Dünndarm liegen die Werte der 
durchschnittlichen Größe der Tumore der APCmin/+, fl/y,- und APCmin/+, fl/y, Cre-
Mäuse zu fast allen Analysezeitpunkten sehr eng zusammen und unterscheiden sich 
damit kaum. Allenfalls bei den 5 Monate alten Tieren sind die Tumore in den Amer1 
knock-out Mäusen tendenziell kleiner, als in den Kontrollmäusen. Im Kolon sind die 
Daten, aus oben genannten Gründen, wieder etwas breiter gestreut. Ein signifikanter 
Unterschied ist aber auch hier nicht festzustellen (Abb. 31C). Abschließend wurde die 
totale Tumorbelastung in den Tieren bestimmt, welche sich aus der Addition aller 
vermessenen Tumordurchmesser pro Maus errechnet. Damit wird ein Zusammenhang 
zwischen Anzahl und Größe der Adenome hergestellt und die tatsächliche Belastung 
des jeweiligen Tieres verdeutlicht. Sehr gut ersichtlich ist die mit dem Alter steigende 
und bereits mehrfach erwähnte Tumorbelastung im Dünndarm. Zu den Zeitpunkten  
3 und 5 Monate liegt eine tendenziell geringere Belastung bei den Amer1 deletierten 
Mäusen vor, welche sich besonders bei den 5 Monate alten Mäusen im Kolon zeigt. 
(Abb. 31D).  
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Zusammenfassend lässt sich die Aussage treffen, dass die Deletion von Amer1 in 
APCmin/+ -Mäusen nicht zu einer signifikanten Veränderung der Anzahl und Größe der 
Tumore im Dünndarm und Kolon führt.  
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Abbildung 31: Die Anzahl und Größe der Tumore in Amer1 deletierten APCmin/+ -Mäusen ist 
nicht verändert. (A) Repräsentatives Bild der Darmmukosa von APC mutierten Mäusen ohne und 
mit zusätzlichem Amer1 knock-out zum Zeitpunkt der Präparation im Alter von 3, 4 oder 5 Monaten. 
Der Darm wurde longitudinal geöffnet und flach ausgebreitet. Weiße Pfeilspitzen markieren 
beispielhaft Areale mit Tumoren. Maßstab = 1 cm. (B) Anzahl der Tumore im Dünndarm und Kolon 
der Tiere in (A). (C) Mittlere Tumorgröße im Dünndarm und Kolon der Tiere in (A). Dieser Wert stellt 
den Mittelwert vom Durchmesser aller Tumore pro Maus dar. (D) Totale Tumorbelastung im 
Dünndarm und Kolon der Tiere in (A). Dieser Wert errechnet sich durch die Addition aller 
vermessenen Tumordurchmesser pro Maus. APCmin/+, fl/y: 3 und 4 Monate (n = 7); 5 Monate  
(n = 6). APCmin/+, fl/y, Cre: 3 und 4 Monate (n = 7); 5 Monate (n = 10). P-Werte repräsentieren 
Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung (T-Test). 
 
4.2.3.3 Die Größenverteilung der Tumore in APCmin/+ -Mäusen wird durch einen 
Amer1 knock-out nicht beeinflusst 
In einer genaueren Analyse wurde die Größenverteilung der Tumore in Dünndarm und 
Kolon bestimmt. Dabei wird deutlich, dass im Dünndarm nach 3 Monaten ein Hauptteil 
der Tumore unter 1 mm groß ist (im Mittel ca. 45 % der Tumore). Nur ein sehr kleiner 
Teil der Tumore hat eine Größe von 2 – 3 mm auf (im Mittel ca. 1 – 3 % der Tumore). 
Nach 5 Monaten ist, wie erwartet, die Gruppe der unter 1 mm großen Tumore deutlich 
kleiner und die 2 – 3 mm großen Tumore sind wesentlich häufiger vertreten. Auch 
Tumore mit einer Größe von über 3 mm sind in diesem Alter verstärkt vorhanden  
(Abb. 32A). Im Vergleich der beiden Genotypen im Detail, ist kein eindeutiger Einfluss 
der Amer1-Deletion auf das Tumorwachstum festzustellen. Im Alter von 3 Monaten 
sieht es so aus, als hätten die zusätzlich Amer1 deletierten Mäuse weniger kleine 
Tumore. Dieser Trend setzt sich jedoch nicht stringent fort und ist im Alter 5 Monaten 
aufgehoben bzw. umgedreht. Bei den einzelnen Tumorgrößen zu den 
unterschiedlichen Analysezeitpunkten gibt es immer wieder kleine Unterschiede 
zwischen den Genotypen, diese sind jedoch weder signifikant noch folgen diese einem 
Trend über die Monate hinweg (Abb. 32B). Bei der Erfassung der Kolontumore zeigt 
sich ein ähnliches Bild wie im Dünndarm. Auch hier gibt es erwartungsgemäß in den  
3 Monate alten Mäusen noch Tumore unter 1 mm. Zu den späteren Analysezeitpunkten 
sind nur noch die großen bis sehr großen Tumore zu finden (Abb. 32C). Der detaillierte 
Vergleich der APCmin/+, fl/y, Cre-Tiere mit der Kontrollgruppe zeigt auch im Kolon 
keinen Einfluss des Amer1 knock-outs auf die Tumorgröße. Bedingt durch die geringe 
Anzahl der Tumore, schwanken die Ergebnisse stark. Im Alter von 4 Monaten scheinen 
die Amer1 deletierten Mäuse mehr Tumore größer als 3 mm zu besitzen. In der  
5 Monatskohorte ist dieser Trend nicht mehr existent (Abb. 32D). 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass es unregelmäßige Schwankungen bei 
der Größenverteilung der Tumore zwischen den Genotypen gibt. Diese sind jedoch 
nicht signifikant und sehr wahrscheinlich natürlichen Ursprungs. Auch 
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Messungenauigkeiten sind nicht gänzlich auszuschließen. In Anbetracht der Erhebung 
der Daten über den langen Zeitraum von 3 Monaten, kann ein Einfluss der Amer1-
Deletion auf das Tumorwachstum ziemlich sicher ausgeschlossen werden. 
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Abbildung 32: Die Größenverteilung der Tumore in APCmin/+ -Mäusen ist durch einen knock-
out von Amer1 nicht beeinflusst. (A, C) Zusammenfassung der Größenverteilung von Tumoren 
im Dünndarm und Kolon pro Genotyp aus den Einzeldaten von (B) und (D). Dargestellt ist die Anzahl 
der Tumore mit einem bestimmten Durchmesser in Prozent in einem Stapeldiagramm zum 
Analysezeitpunkt 3, 4 und 5 Monate. (B, D) Detaillierte Darstellung der Größenverteilung der Tumore 
in Dünndarm und Kolon pro Tier, von APC mutierten Mäusen ohne und mit zusätzlichem Amer1 
knock-out. APCmin/+, fl/y: 3 und 4 Monate (n = 7); 5 Monate (n = 6). APCmin/+, fl/y, Cre: 3 und 4 
Monate (n = 7); 5 Monate (n = 10). P-Werte repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer 
Auswertung (T-Test). 
 
4.2.3.4 Histologische Charakterisierung der APCmin/+ -Tumore mit und ohne 
Amer1-Deletion  
Die vorangegangenen Untersuchungen des Amer1 knock-outs in APCmin/+ -Mäusen 
ergaben keine nennenswerten Unterschiede in Größe, Anzahl und Verteilung der 
Tumore. Mit einer weiterführenden, histologischen Analyse sollte geklärt werden, ob die 
die Amer1-Deletion zu einer Änderung der Tumormorphologie führt und es Anzeichen 
einer beginnenden Malignität der Tumore gibt. Die geweblichen Veränderungen bei den 
APCmin/+, fl/y, Cre-Tieren, sowie der Kontrollgruppe, sind am besten als hochgradige 
intraepitheliale Neoplasien (IEL) zu beschreiben. Bei diesen IEL handelt es sich im 
Dünndarm hauptsächlich um tubuläre Adenome (Abb. 33A-C). Gestielte Adenome sind 
ebenfalls zu finden, wenn auch eher im Kolon (Abb. 34A, C). Die Adenome weisen 
einen Verlust der Becherzellen auf. Diese sind in der HE-Färbung in den normalen Villi 
als weiße Punkte zu erkennen, im Adenom jedoch fehlen sie weitestgehend (Abb. 33, 
34A-C). Ein weiteres Merkmal der Adenome ist der Verlust der Zellkernpolarität. 
Darüber hinaus sind in den Tumoren teilweise mehrere Lumina zu erkennen, welche 
als cribriforme (siebartige) Strukturen bezeichnet werden (Abb. 33, 34A-C). Alle 
analysierten Tumore zeigten eine ähnliche Morphologie, unabhängig vom Genotyp des 
Tieres und entsprechen damit den Beschreibungen der Tumore des APCmin/+  
-Mausmodells (Boivin et al., 2003).  
Mit der Deletion des putativen Tumorsuppressors Amer1 besteht durchaus die 
Möglichkeit einer malignen Transformation der Adenome, im Sinne der Entstehung 
eines Adenokarzinoms mit anschließender Metastasierung. Für das APCmin/+  
-Mausmodell ist die Entstehung eines Adenokarzinoms ein sehr seltenes Ereignis. Sehr 
wahrscheinlich ist, dass die kurze Lebensspanne aufgrund der hohen Tumorbelastung 
nicht ausreicht, um weitere Genmutationen anzuhäufen, welche für eine Progression in 
ein Karzinom nötig wären (Halberg et al., 2009). Ein Adenokarzinom ist durch die 
Invasion der Submukosa und darunterliegenden Schichten charakterisiert. Weder im 
Dünndarm (Abb. 33A-C) noch im Kolon (Abb. 34A-C) der APCmin/+, fl/y, Cre-Mäuse 
konnten Hinweise auf einen derartigen Vorgang gefunden werden.  
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Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass es sich bei den analysierten Tumoren 
ausnahmslos um Adenome handelt, welche keine Invasion in tiefere Schichten wie die 
Muskularis Mukosae oder Submukosa aufweisen. Da keine Anzeichen einer 
karzinogenen Progression zu finden waren, wurde auf die Untersuchung eventueller 
Metastasen in der Leber verzichtet. Die Deletion von Amer1 hat also sehr 
wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Tumormorphologie.  
 
 
Abbildung 33: HE-Färbung Dünndarmgewebe von APCmin/+ -Tieren ohne und mit Amer1-
Deletion. (A, B, C) Repräsentatives Bild einer HE-Färbung von Dünndarm-Swiss Rolls 3, 4 und 5 
Monate alter Mäuse. Schwarze Pfeilspitzen = Adenome. Sterne = Peyer-Drüsen. Gestrichelte Boxen 
markieren den vergrößerten Ausschnitt. Gestrichelte Linien markieren die Grenze zwischen Mukosa 
und den tieferen Schichten. Schwarze Kreise = Areale mit und ohne Becherzellen. Weiße 
Pfeilspitzen = cribriforme Strukturen. Maßstab = 500 µm. 
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Abbildung 34: HE-Färbung Kolongewebe von APCmin/+ -Tieren ohne und mit Amer1-
Deletion. (A, B, C) Repräsentatives Bild einer HE-Färbung von Kolon-Swiss Rolls 3, 4 und 5 Monate 
alter Mäuse. Schwarze Pfeilspitzen = Adenome. Sterne = Peyer-Drüsen. Gestrichelte Boxen 
markieren den vergrößerten Ausschnitt. Gestrichelte Linien markieren die Grenze zwischen Mukosa 
und den tieferen Schichten. Schwarze Kreise = Areale mit und ohne Becherzellen. Weiße 
Pfeilspitzen = cribriforme Strukturen. Maßstab = 500 µm. 
 
4.2.3.5 Die Proliferationsrate in den Tumoren ist nicht verändert 
Bei der Zählung und Vermessung der Tumore konnte kein Einfluss der Amer1-Deletion 
beobachtet werden. Trotzdem kann ein minimaler Einfluss des möglichen 
Tumorsuppressors Amer1 auf die Proliferationsrate in den Tumoren nicht gänzlich 
ausgeschlossen werden. Zur Klärung dieses Sachverhaltes wurde in einer 
immunhistochemischen Färbung von Dünndarmgewebe 5 Monate alter Mäuse, der 
Proliferationsmarker Ki67 angefärbt. Abbildung 35 zeigt den Unterschied zwischen 
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Tumor und normalem Gewebe hinsichtlich der Proliferation sehr deutlich. Im normalen 
Gewebe sind die proliferierenden Zellen weitestgehend auf den mittleren bis oberen 
Teil der Krypte beschränkt (siehe auch Kapitel 4.1.4.4). Je dysplastischer das Gewebe, 
je unstrukturierter und mehr werden die proliferierenden Zellen und sind unter anderem 
auch in der kompletten Krypte vertreten. Eine automatisierte Quantifizierung der Ki67-
positiven Zellen pro Bild wie in Kapitel 4.1.4.4 und 4.1.5.2 wurde versucht, war aber 
nicht erfolgreich. Die sehr unterschiedliche Morphologie und Farbintensität der Ki67-
positiven Zellen im Tumor konnte von dem Programm nicht erfasst werden und machte 
eine Auszählung unmöglich. Der visuelle Eindruck mehrerer Tumore von vier Tieren 
pro Genotyp legt aber die Vermutung nahe, dass die Proliferationsrate durch den Amer1 
knock-out in den APCmin/+ -Tumoren nicht verändert ist. 
 
 
Abbildung 35: Einfluss von Amer1 auf die Zellproliferation in APCmin/+ -Tumoren. 
Repräsentative immunhistochemische Färbung von Dünndarmtumoren 5 Monate alter Mäuse mit 
einem Antikörper gegen Ki67. Zellkerne sind durch eine Färbung mit Hämatoxylin dargestellt. Die 
Tumorgrenze wurde mit einer gestrichelten Linie markiert. N = normales Gewebe, T = Tumorgewebe. 
Weiße Pfeilspitze: Ki67-Expression in normalem Gewebe, Schwarze Pfeilspitzen = Ki67-Expression 
im Tumorgewebe. Maßstab = 100 µm. 
 
4.2.3.6 Der knock-out von Amer1 führt in den analysierten Tumoren nicht zu einer 
zusätzlichen Aktivierung des Wnt-Signalwegs 
Bei den im Cancer Genome Atlas Project (TCGA) (Muzny et al., 2012) analysierten 
Tumoren traten die APC- und Amer1-Mutationen hauptsächlich gemeinsam auf. Wie 
bereits in Kapitel 4.1.4.5 dargelegt, zeigte die Amer1-Deletion allein keinen Einfluss auf 
die Aktivierung des Wnt-Signalwegs und die Tumorgenese. Daher ist es naheliegend, 
auch in den APC mutierten und Amer1 deletierten Mäusen zu überprüfen, ob sich 
Auswirkungen auf die Aktivierung des Wnt-Signalwegs zeigen. Die bisherigen 
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Ergebnisse hinsichtlich der unveränderten Tumoranzahl, -größe und -morphologie 
sprechen jedoch nicht für eine weitere Aktivierung des Wnt-Signalwegs.  
Zur Bestimmung der Wnt-Aktivität in APCmin/+, fl/y, Cre Tieren, wurden Swiss-Rolls 
des Dünndarms 5 Monate alter Mäuse immunhistochemisch mit -Catenin angefärbt 
(Abb. 36A). Dabei zeigte sich in den Tumoren die durch die APC-Mutation verursachte, 
starke Aktivierung des Wnt-Signalwegs in einer starken -Catenin Färbung. Es zeigt 
sich ein heterogenes Bild von stark nukleärem oder zytoplasmatisch lokalisiertem  
-Catenin. Nur in den Randbereichen des Tumors und im nicht-dysplastischen Gewebe 
finden sich teilweise Areale mit membranösem -Catenin. Jedoch in keiner der 
untersuchten Mäuse konnte, im Vergleich zu den Kontrolltieren, visuell ein Unterschied 
der Intensität der -Catenin Färbung beobachtet werden, was für die erwartete, nicht 
zusätzliche Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch die Amer1-Deletion spricht. 
 
Darüber hinaus wurde eine Wnt-Zielgenanalyse in den Tumoren durchgeführt. Dazu 
wurden vom Dünndarm und Kolon 5 Monate alter Mäuse ca. 5 Tumore pro Maus 
entnommen und vereinigt. In der daraus isolierten mRNA wurde die Expression der 
Wnt-Zielgene LGR5 und Axin2/Conductin mittels quantitativer real-time PCR untersucht 
(Abb. 36B). Als Kontrolle für die prinzipielle Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch die 
APC-Mutation fungierte mRNA aus den IEZ vom Dünndarm von Mäusen ohne und mit 
Amer1-Deletion, jedoch ohne APC-Mutation. Sowohl in den Dünndarm- als auch 
Kolontumoren ist die LGR5 und Axin2/Conductin Expression, im Vergleich zu den nicht 
tumorigenen IEZ, erhöht, was für die erwartete Aktivierung des Wnt-Signalweges in den 
Tumoren spricht. Interessanterweise ist bei beiden Zielgenen die Expression im Kolon 
deutlich höher als im Dünndarm. Da in dieser Arbeit keine Daten für die Expression von 
LGR5 und Axin2/Conductin in IEZ des Kolons vorliegen, kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass die Expression beider Gene im Kolon prinzipiell erhöht ist. Dasselbe 
Phänomen wurde in Kapitel 4.2.2 auch für Amer1 Expression in den Tumoren 
beobachtet. Da Amer1 stärker in den Krypten exprimiert ist (Kapitel 4.1.2) und die 
Kolonmukosa ausschließlich aus Krypten besteht, ist es wahrscheinlich, dass im 
Kolonepithel per se eine höhere Amer1 Expression und auch eine höhere Wnt-Aktivität 
vorherrscht. Betrachtet man den Unterschied in der Genexpression beider Zielgene, 
zwischen Amer1 deletierten Tumoren und den Kontrolltumoren, fällt eine relativ breite 
Streuung zwischen den einzelnen Mäusen, besonders im Kolon auf. Die LGR5 
Expression in Dünndarmtumoren scheint mit Amer1 knock-out signifikant niedriger zu 
sein. Dieser Trend spiegelt sich im Kolon jedoch nicht wider. Bei der Axin2/Conductin 
Expression ist weder in Dünndarm- noch in Kolontumoren ein signifikanter Unterschied 
zu verzeichnen. Das legt den Schluss nahe, dass Amer1 keinen Einfluss auf die 
Expression der untersuchten Zielgene hat und die breite Streuung der Expression der 
natürlichen Varianz innerhalb des Tumorgewebes zuzuschreiben ist.  
Ergebnisse 
72 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass entsprechend aller vorangegangenen 
Ergebnisse, der knock-out von Amer1 nicht zu einer zusätzlichen Aktivierung des Wnt-
Signalwegs in den Tumoren und damit auch nicht zu einer gesteigerten bzw. 
veränderten Tumorgenese in den APCmin/+ -Mäusen führt. 
 
 
Abbildung 36: Einfluss von Amer1 auf die Aktivität des Wnt-Signalwegs in APCmin/+ -
Tumoren. (A) Repräsentative immunhistochemische Färbung von Dünndarmtumoren 5 Monate 
alter Mäuse mit einem Antikörper gegen -Catenin. Zellkerne sind durch eine Färbung mit 
Hämatoxylin dargestellt. Gestrichelte Boxen markieren den vergrößerten Ausschnitt. Weiße 
Pfeilspitzen = Areale mit membranösem -Catenin. Schwarze Pfeilspitzen = Areale mit nukleärem 
und zytoplasmatischem -Catenin. Maßstab im Übersichtsbild = 250 µm. Maßstab in der 
Vergrößerung = 50 µm. (B) Bestimmung der mRNA-Expression von LGR5 und Axin2/Conductin 
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durch qRT-PCR in Dünndarm- und Kolontumoren 5 Monate alter Mäuse. Als Kontrolle für die 
prinzipielle Steigerung der Wnt-Aktivität in den Tumoren fungieren IEZ ohne APC-Mutation. 
Tumorproben sind jeweils ein Pool aus ca. 5 Tumoren pro Maus. IEZ: fl/y (n = 1); fl/y, Cre (n = 1). 
Tumore: APCmin/+, fl/y (n = 4); APCmin/+, fl/y, Cre (n = 4). Expression relativ zu GAPDH. P-Werte 
repräsentieren Signifikanzwerte nach statistischer Auswertung (T-Test). 
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5 Diskussion 
In dieser Arbeit sollte die Frage geklärt werden, ob Amer1 eine funktionelle Rolle im 
murinen Darmgewebe spielt. Für eine allgemeine Relevanz von Amer1 in vivo gibt es 
eine Reihe von Bespielen. Initial entdeckt wurde Amer1 in Wilms-Tumoren, bei denen 
eine somatische Mutation in diesem Gen mit einer Häufigkeit von bis zu 30 % vorliegt, 
was eine Funktion als Tumorsuppressor nahe legt (Rivera et al., 2007). Die Funktion 
als negativer Regulator des Wnt-Signalweges konnte in vivo in Zebrafisch und Xenopus 
nachgewiesen werden (Major et al., 2007; Tanneberger, Pfister, Kriz, et al., 2011). 
Keimbahnmutationen von Amer1 sind mit der Krankheit OSCS assoziiert und ein 
Mausmodell mit konditionalem, globalen knock-out von Amer1 zeigt einen OSCS-
ähnlichen Phänotyp.  
Der Wnt-Signalweg ist maßgeblich an der Erhaltung der Darmhomöostase und an 
Krankheiten, wie der Entstehung von Krebs beteiligt. So treten neben mutiertem APC 
auch Mutationen von Amer1 bei einer signifikanten Zahl von Darmkrebserkrankungen 
auf (Muzny et al., 2012). Häufig treten die Amer1-Mutationen zusammen mit APC-
Mutationen auf, sind aber in einigen Fällen auch exklusiv vorhanden.  
Nimmt man alle in vivo Daten zusammen, erschien es als wahrscheinlich, dass Amer1 
als Komponente des Wnt-Signalwegs bei der Darmhomöostase und / oder der 
Tumorentstehung sowie -progression im Darm eine Rolle spielen könnte. 
5.1 Die Relevanz von Amer1 für die Darmhomöostase 
5.1.1 Der konditionale Amer1 knock-out im intestinalen Epithel 
Zur Untersuchung der funktionellen Relevanz von Amer1 im murinen Darmgewebe 
wurde ein Mausmodell mit einem konditionalem knock-out von Amer1 spezifisch in 
intestinalen Epithelzellen generiert und analysiert. Dabei handelte es sich um eine 
komplette Deletion der kodierenden Sequenz des Amer1-Gens. Es wurde der Vorteil 
der X-chromosomalen Lokalisation von Amer1 ausgenutzt und ausschließlich mit 
männlichen Tieren gearbeitet, welche ein hemizygot gefloxtes Amer1-Allel aufwiesen. 
Durch die Aktivität der Villin-Cre Rekombinase war in diesen Tieren ein beinahe 
vollständiger Amer1 knock-out zu erwarten. Mit semi-quantitativer und quantitativer  
RT-PCR konnte in den intestinalen Epithelzellen eine ca. 90 %-ige Reduktion der 
Amer1-Expression sicher nachgewiesen werden. Man konnte daher von einem 
effizienten Amer1 knock-out im Darm ausgehen. Zusätzlich wurde gezeigt, dass Amer1 
stärker in den Krypten, als in den Villi exprimiert ist, was an der prinzipiell höheren Wnt-
Aktivität im Kryptenkompartiment liegen könnte.  
Die Analyse der Tiere mit intestinalem knock-out von Amer1 offenbarte keinen 
offensichtlichen Phänotyp. Mäuse im Alter von 12 - 16 Wochen zeigten keine 
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veränderte Fertilität, Schwankungen im Körpergewicht oder abnormales Verhalten. 
Eine genaue Vermessung morphologischer Parameter, wie z.B. Villilänge oder 
Kryptentiefe über die gesamte Länge des Darms, zeigte ebenfalls keinen Einfluss der 
Amer1-Deletion. Die Untersuchung 62 – 67 Wochen alter Mäuse zeigte keinerlei 
Langzeiteffekte des Amer1 knock-outs. Die Zelldifferenzierung wurde offensichtlich 
ebenfalls nicht beeinflusst. Eine Auszählung der Becherzellen bei jungen und alten 
Mäusen ergab keinen Unterschied zwischen Amer1 Wildtyp- und knock-out - Mäusen. 
Auch die Anzahl proliferierender Zellen im Darm war nicht verändert. Ebenso konnte 
weder in den jungen noch alten Mäusen ein Hinweis auf dysplastisches Gewebe oder 
Tumorentstehung gefunden werden, was durch den Wegfall eines putativen 
Tumorsuppressors zu erwarten gewesen wäre. 
Prinzipiell hätte man einen Effekt erwarten können, da der Wnt-Signalweg der 
Hauptschalter zwischen Proliferation und Differenzierung in den Epithelzellen ist. So 
zeigten funktionelle Studien unter anderem, dass die intestinale Inaktivierung des Wnt-
Signalwegs durch den knock-out von TCF4 oder -Catenin oder die Inhibierung von 
DKK1 eine dramatische Reduktion der proliferativen Aktivität zur Folge hat. Das 
resultiert in einer Reduktion von Becher-, Enteroendrokrinen- und Panethzellen. Die 
Anzahl der Enterozyten dagegen bleibt davon unbeeinflusst (Fevr, Robine, Louvard, & 
Huelsken, 2007; Korinek et al., 1998; Kuhnert et al., 2004; Pinto, Gregorieff, Begthel, & 
Clevers, 2003). Der umgekehrte Ansatz der Aktivierung des Wnt-Signals durch 
transgene Expression von R-Spondin führt wiederum zu einer massiven 
Hyperproliferation der intestinalen Krypten (K.-A. Kim et al., 2005; Zhou et al., 2013). 
Im Fall der Amer1-Deletion und dem Wegfall eines negativen Wnt-Regulators wäre ein 
aktivierter Wnt-Signalweg zu erwarten gewesen, der sich aber weder in einer 
Hyperproliferation des intestinalen Epithels, noch in einer vermehrten Anzahl 
proliferativer Zellen nachweisen ließ. 
 
5.1.2 Der konditionale Amer1 knock-out im regenerativen, intestinalen 
Epithel 
Die normale Darmhomöostase wurde durch einen knock-out von Amer1 nicht 
beeinflusst. Daraus ergab sich die Frage, ob eventuell die Störung der 
Darmhomöostase notwendig ist, um im anschließenden Prozess der Regeneration 
einen Effekt der Amer1-Deletion zu provozieren. Charakteristisch für die Wnt-
gesteuerte, intestinale Regeneration ist ein Anstieg der Proliferation in den Krypten 
(Withers, H. R. and Elkind, 1970), dem Ort der höchsten Wnt-Aktivität und Amer1-
Expression. Es ist bekannt, dass ein aktivierter Wnt-Signalweg durch R-Spondin zu 
einer gesteigerten Regenerationsfähigkeit führt (K.-A. Kim et al., 2005; Zhou et al., 
2013). Daraus ergab sich die Hypothese, dass das Fehlen von Amer1 den 
regenerativen Prozess beeinflussen könnte. 
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Durch Bestrahlung der Mäuse mit unterschiedlich hohen Dosen konnten verschiedene 
Grade der Zerstörung im intestinalen Epithel induziert werden. Aber weder bei einer 
moderaten Dosis von 10 Gy noch einer sehr starken von 14 Gy konnten in der 
regenerativen Phase Unterschiede zwischen der Anzahl proliferierender Zellen erfasst 
werden. Auch andere erhobene Parameter, wie das Körpergewicht oder die 
Vermessung der Kryptentiefe zeigten keine Beeinflussung durch den Amer1 knock-out. 
Somit wurde die Annahme, dass durch die Deletion von Amer1 die Zellproliferation im 
regenerativen Epithel beeinflusst wird, nicht bestätigt. 
 
5.1.3 Der Einfluss des intestinalen knock-outs von Amer1 auf den Wnt-
Signalweg 
Die bisherigen Ergebnisse zeigten keinen erkennbaren Phänotyp, hervorgerufen durch 
die Amer1-Deletion. Eine Erklärung dafür wäre, dass der knock-out von Amer1 nicht zu 
einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs geführt hat. Um diese Hypothese zu überprüfen 
wurde zum einen die Proteinmenge von zytosolischem -Catenin in intestinalen 
Epithelzellen junger Mäuse und zum anderen die intrazelluläre Lokalisation von  
-Catenin in Gewebeschnitten bestimmt. Keine der Methoden zeigte einen Hinweis auf 
eine veränderte -Catenin-Menge oder -Lokalisation und damit auf eine Aktivierung des 
Wnt-Signalwegs. Eine zusätzliche Analyse der Wnt-Zielgene Axin2/Conductin und 
LGR5 in den intestinalen Epithelzellen bestätigte diesen Eindruck. In der 
Gesamtepithelzellfraktion bestehend aus Villi und Krypten, konnte keine verstärkte 
Zielgenexpression festgestellt werden. Auch in separierten Krypten konnte kein Effekt 
der Amer1-Deletion detektiert werden, was in der Konsequenz und unter 
Berücksichtigung aller bisherigen Ergebnisse gegen einen Einfluss des Amer1 knock-
outs auf die Aktivierung des Wnt-Signalweges spricht. Ebenso scheint Amer1 keine 
relevante Funktion zur Aufrechterhaltung der Darmhomöostase und im regenerativen 
Epithel zu besitzen. 
Eine Erklärung für den nicht vorhandenen Phänotyp und die nicht erfolgte Aktivierung 
des Wnt-Signalwegs durch die Amer1-Deletion ist schwierig. Immerhin konnte mit dem 
globalen knock-out von Amer1 sehr wohl ein massiver Einfluss dieses Gens auf den 
murinen Organismus gezeigt werden (Moisan et al., 2011). Auch ein Mitwirken am Wnt-
Signalweg und im kolorektalen Karzinom ist publiziert. Ein Review über knock-out 
Mausmodelle des Wnt-Signalwegs listet viele Fälle auf, in denen die Deletion einer 
intrazellulären Wnt-Komponente oder eines Wnt-Liganden einen deutlichen Phänotyp 
verursachte. Es gibt aber auch Beispiele, bei denen kein Effekt beobachtet werden 
konnte, wie der knock-out für Wnt8A oder FZD1 (van Amerongen & Berns, 2006).  
Es gibt Hinweise darauf, dass der Verlust von Amer1 vorzugsweise in Geweben 
mesenchymalen Ursprungs den Wnt-Signalweg beeinflusst und einen Phänotyp 
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verursacht. So fand die Studie zum globalen knock-out von Amer1 in Mäusen 
weitreichende Defekte in Knochen, Fettgewebe, Nieren, Herz und Milz – allesamt 
Gewebe mit mesenchymaler Abstammung. Ursächlich für diesen Phänotyp sind unter 
anderem Störungen in der Spezifizierung mesenchymaler Vorläuferzellen, die durch 
eine Überaktivierung des Wnt-Signalwegs verursacht werden. Defekte in epithelialen 
Geweben wurden dagegen nicht beobachtet (Moisan et al., 2011). Dazu passend zeigte 
eine Veröffentlichung über den Wnt-Signalweg in Wilms-Tumoren von Fukuzawa et al., 
dass Auswirkungen einer Amer1-Mutation nur in Tumoren mesenchymalen Ursprungs 
auftreten. So haben Wilms-Tumore ihren Ursprung entweder aus mesenchymalen oder 
epithelialen nephrogenen Vorläuferzellen. Mutationen von Amer1 konnten in beiden 
Tumorklassen festgestellt werden, jedoch nur in denen mesenchymalen Ursprungs 
wurde eine nukleäre Akkumulation von -Catenin und eine erhöhte Wnt-Aktivität 
festgestellt. Die epithelialen Tumore zeigten, trotz Amer1-Mutation, keinen Anstieg der 
Wnt-Aktivität. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass die Funktion von Amer1 im 
Wnt-Signalweg abhängig von der Zellabstammung ist. Eine weitere Studie führte eine 
Genexpressionsanalyse von kolorektalen Tumoren durch (Sanz-Pamplona et al., 
2015). In den epithelialen Tumoren mit Amer1-Mutation wurde eine Unterexpression 
von Genen des Wnt-Signalwegs detektiert. Das deutet darauf hin, dass der Wnt-
Signalweg in Amer1-mutierten Tumoren mit epithelialem Phänotyp nicht aktiviert ist.  
Es wäre möglich, dass dieser Zelltyp-spezifische Effekt auch auf das nicht tumorigene 
Darmgewebe übertragbar ist. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Villin-Cre 
Rekombinase erzeugt einen Amer1 knock-out ausnahmslos in intestinalen epithelialen 
Zellen. Zelltypen mesenchymalen Ursprungs, wie im Stroma lokalisierte 
Myofibroblasten, sind nicht betroffen (El Marjou et al., 2004). Damit passen die oben 
erwähnten Studien in gewisser Weise zu den in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnissen, 
dass ein knock-out von Amer1 in Epithelzellen den Wnt-Signalweg nicht aktiviert, weil 
es der Zelltyp eventuell nicht ermöglicht. In diesem Zusammenhang kann das Fehlen 
von Amer1 auch keinen Einfluss auf proliferierende Zellen oder die Homöostase im 
Darm haben.  
 
5.1.4 Der Einfluss des intestinalen Amer1 knock-outs auf Wnt-unabhängige 
Funktionen von Amer1 
Wie eben dargelegt, führt der knock-out von Amer1 in den intestinalen Epithelzellen 
nicht zu einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs. Neben der Rolle im -Catenin-
Abbaukomplex erfüllt Amer1 aber noch weitere, Wnt-unabhängige Funktionen in der 
Zelle. So scheint Amer1 auch im Zellkern an der transkriptionellen Regulation 
mitzuwirken: full-length Amer1 pendelt zwischen dem Nukleus und Zytoplasma hin- und 
her, wohingegen die verkürzte Spleißvariante hauptsächlich nukleär in Paraspeckles 
lokalisiert ist. Dort moduliert Amer1 wahrscheinlich die Transkriptionsaktivität von WT1 
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(Rivera et al., 2009). Zusätzlich stabilisiert Amer1 die Acetyltransferasen CBP2 / p300 
und verstärkt die Wechselwirkung von CBP mit p53, wodurch die Aktivität von p53 
positiv moduliert wird. Über diese Funktion könnte Amer1 zu einer p53-vermittelten 
Tumorgenese beitragen (W. J. Kim et al., 2012). Eine andere Studie fand mit TRIM28 
eine weiteren nukleären Interaktionspartner von Amer1, wodurch wahrscheinlich eine 
Funktion beim Gen-Silencing vermittelt wird (W. J. Kim et al., 2015). 
Nimmt man alle Wnt-abhängigen und –unabhängigen Funktionen von Amer1 
zusammen, ist es umso erstaunlicher, dass die Deletion von Amer1 während der 
normalen Darmhomöostase keinen detektierbaren Phänotyp verursacht hat. Eine 
mögliche Ursache für diesen Befund war die nicht-Aktivierung des Wnt-Signalwegs, 
was in dieser Arbeit ausreichend gezeigt wurde. Daneben kann man indirekt davon 
ausgehen, dass der knock-out von Amer1 auch auf die Wnt-unabhängigen Amer1-
Funktionen keinen Einfluss hat. Eine Analyse der Genexpression könnte hier Klarheit 
schaffen. 
Es wäre möglich, dass Wnt-unabhängige Funktionen von Amer1 außerhalb der 
normalen Darmhomöostase eine Rolle spielen könnten. So zeigte Sanz-Pamplona et 
al., wie im obigen Kapitel beschrieben, dass in kolorektalen epithelialen Tumoren mit 
Amer1-Mutation der Wnt-Signalweg nicht aktiviert ist. Die Genexpressionanalyse zeigte 
jedoch eine verstärkte Expression von Wnt-Inhibitoren (Prickle1, Prickle 2), Wnt-
Anatagonisten (SFRP-Familie, Sox17) und Aktivatoren des nicht kanonischen Wnt-
Signalwegs (Wnt5a) (Sanz-Pamplona et al., 2015). Somit könnte die Amer1-Deletion 
durchaus eine Rolle unabhängig vom Wnt-Signalweg spielen, jedoch nicht während der 
Darmhomöostase, sondern im tumorigenen Darmgewebe. 
 
5.1.5 Klärung einer möglichen genetischen Kompensation der Amer1-
Deletion 
Genetische Robustheit ist eine wichtige Fähigkeit lebender Organismen, um sich an 
immer wieder vorkommende, zufällige genetische Störungen anzupassen, sie 
abzuschwächen und so das Überleben zu sichern. Es gibt eine Reihe von 
Mechanismen die diese genetische Robustheit vermitteln und dazu führen können, 
dass z.B. ein knock-out keinen Phänotyp zeigt. So können unter anderem redundanten 
Gene den Verlust des einen durch ein anderes mit überlappenden Funktionen und 
Expressionsmustern kompensieren. Dafür gibt es in der Literatur eine Reihe von 
Beispielen (Leroux et al., 2001; P. Ye et al., 2018; Zhong, Baker, Zylstra-Diegel, & 
Williams, 2012). 
Auch für Amer1 wäre eine solche Kompensation durch die Paraloge Amer2 und Amer3 
denkbar. Dabei ist festzuhalten, dass Amer2 und insbesondere Amer3 normalerweise 
kaum bzw. gar nicht im Darm exprimiert sind und daher nicht von einer 
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kompensierenden Funktion in diesem Gewebe auszugehen war. Die Deletion von 
Amer1 führte nicht zu einer Hochregulation der mRNA-Expression von Amer2 und 
Amer3 in den intestinalen Epithelzellen. Daher ist davon auszugehen, dass es nicht zu 
einer genetischen Kompensation des Amer1 knock-outs durch dessen Paraloge Amer2 
und Amer3 kommt. Gestützt wird dieses Ergebnis von einer kürzlich erschienen Studie, 
welche unter anderem den knock-out von Amer1 in Zebrafisch untersuchte (Große et 
al., 2019). Zebrafische mit homozygoter Deletion von Amer1 entwickelten sich normal, 
waren lebensfähig und fertil. Eine genetische Kompensation durch Amer2 und Amer3 
konnte ausgeschlossen werden, da auch der homozygote triple-knock-out von Amer1, 
Amer2 und Amer3 keinen nennenswerten Phänotyp verursachte.  
Neben der eben erörterten, wurde von Große et al. eine weitere, für diese Arbeit 
relevante, Beobachtung gemacht: die Diskrepanz zwischen knock-down und knock-out. 
Während der eben erläuterte Amer1 knock-out keinen Phänotyp zeigte, führte der 
Morpholino-basierte knock-down von Amer1 im Zebrafisch sehr wohl zu 
Segmentierungsfehlern während der Entwicklung und einem Anstieg der -Catenin-
abhängigen Transkriptionsaktivität. Aufgrund der essentiellen Rolle des Wnt-
Signalwegs für die embryonale Entwicklung des Zebrafisches, gehen die Autoren für 
Amer1 in diesem Zusammenhang ebenfalls von einer Funktion als negativer Regulator 
des Wnt-Signalweges aus – vergleichbar mit den in vivo und in vitro Beobachtungen in 
Säugetieren (Große et al., 2019).  
Die konträren Ergebnisse für knock-out und knock-down erzielte auch ein Kollege aus 
unserer Arbeitsgruppe, welcher den knock-out sowie siRNA-vermittelten knock-down 
von Amer1 in humanen Zelllinien untersuchte. Der transiente knock-down von Amer1 
führte nach Stimulation der Zellen mit Wnt3a zur Aktivierung eines Wnt-Reporters. In 
Zellen mit einem stabil generierten knock-out von Amer1 konnte dieser Effekt jedoch 
nicht beobachtet werden. Darüber hinaus konnte auch in diesen Experimenten kein 
Amer1 knock-out-vermittelter Anstieg des Amer2-Proteins festgestellt und damit 
genetische Kompensation durch Amer2 ausgeschlossen werden (Wolfshöfer, 2019).  
Tatsächlich sind Unterschiede im Phänotyp zwischen knock-down und knock-out ein 
weit verbreitetes Phänomen (El-Brolosy & Stainier, 2017), die Ursachen und 
Mechanismen jedoch noch nicht vollständig geklärt. Eine Hypothese ist, dass während 
der Keimbahnreifung oder Embryonalentwicklung ein Kompensationsnetzwerk 
aufgebaut wird, das dem Organismus die Anpassung an die Mutation ermöglicht. Wobei 
die Mutation nicht zwingend keimbahngängig sein muss, um eine 
Kompensationsantwort auszulösen (Rossi et al., 2015). Ein knock-down dagegen, gibt 
dem Organismus weniger Zeit zur Anpassung und eine Kompensation wird 
unwahrscheinlicher. 
Über die Mechanismen welche eine Kompensationsantwort vermitteln, wurden 
verschiedenen Hypothesen aufgestellt und zusammenfassend diskutiert in einem 
Review von El-Brolosy & Stainier, 2017. Zum einen kann die die DNA-Läsion als Trigger 
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für eine transkriptionelle Adaption fungieren, was zu Chromatin-Reorganisation und 
einer leichteren Zugänglichkeit an den regulatorischen Regionen von 
kompensatorischen Genen führen kann. Zum anderen kann die transkriptionelle 
Adaption über mutierte RNA-Fragmente vermittelt werden.  
Da im Fall des Amer1 knock-outs keine Hochregulation von dessen Paralogen 
festzustellen war, könnten andere Gene die Kompensation der Amer1-Funktion 
übernommen haben. Problematisch daran ist, dass die identifizierten Domänen von 
Amer1 keine Gemeinsamkeiten zu funktionellen Domänen anderer Proteine zeigen, 
was wohl daran liegt, dass die Amer-Familie erst seit der frühen Vertebratenentwicklung 
existiert (Comai et al., 2010). Das macht die Existenz von entsprechenden Genen 
unwahrscheinlich, aber nicht unmöglich. Womöglich existiert eine noch nicht entdeckte 
Genfamilie, welche an der genetischen Kompensation der Amer1-Deletion beteiligt ist.  
 
5.1.6 Das Mausmodell „intestinaler knock-out von Amer1“ führt nicht zur 
Entstehung von Tumoren im Darm  
Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, führt der intestinale knock-out von Amer1 
im gewählten Mausmodell zu keinem Phänotyp. Auch Mäuse mit einem Alter von über 
einem Jahr zeigten keine Anzeichen von Tumorgenese. Neben den bereits diskutierten 
Gründen für das Fehlen eines Phänotyps, könnte ebenso der Unterschied zwischen 
den Spezies Mensch und Maus eine Rolle spielen.  
Es gibt Beispiele, bei denen das Mausmodell eine humane Erkrankung sehr gut 
widerspiegelt. Es gibt aber auch eine Reihe von Studien, bei denen das Gegenteil der 
Fall ist, wie ein Review von Elsea und Lucas am Beispiel von Mausmodellen für 
Stoffwechselerkrankungen zeigt (Elsea & Lucas, 2002). So kann man auch bei der hier 
vorliegenden Arbeit ganz allgemein das Problem des Unterschieds zwischen Mensch 
und Maus anführen. Neben einer Reihe von Gemeinsamkeiten der beiden Spezies, gibt 
es doch auch sehr viele Unterschiede. Ein besonderer Fokus sollte dabei auf die 
unterschiedliche Darmanatomie und das abweichende Mikrobiom des Darms gesetzt 
werden (T. L. A. Nguyen, Vieira-Silva, Liston, & Raes, 2015). So ist das Verhältnis der 
Länge des Dünndarms zu dem des Kolons bei Mäusen größer als beim Menschen. 
Mäuse haben ein ausgeprägtes Zäkum, ein wichtiger Ort der Fermentation unverdauter 
Nahrung, aber keinen Wurmfortsatz wie der Mensch. Somit bieten die beiden Spezies 
unterschiedliche Umgebungen, die anscheinend das Wachstum verschiedener 
gastrointestinaler Mikrobiota unterstützen. Die gegenseitigen Abhängigkeiten zwischen 
dem Mikrobiom des Darms und der Darmhomöostase sowie Krebs, sind in den letzten 
Jahren mehr und mehr in den Fokus der Wissenschaft gerückt und spielen dabei eine 
nicht unerhebliche Rolle (Vivarelli et al., 2019).  
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5.2 Der konditionale Amer1 knock-out in Tumoren mit APCmin-
Mutation 
Der knock-out von Amer1 führt nicht zu einer Beeinflussung der normalen 
Darmhomöostase im murinen intestinalen Epithel. Amer1-Mutationen sind jedoch, wie 
bereits in der Einleitung in 3.5.6 erläutert, mit dem kolorektalen Karzinom assoziiert. Die 
Inzidenz der Amer1-Mutationen schwankt dabei von Studie zu Studie, wird aber in 
Summe als signifikant eingestuft. Neben Amer1 ist der Tumorsuppressor APC in einer 
Vielzahl von Darmkrebsfällen mutiert und gilt als Initiator für das Entstehen eines 
kolorektalen Karzinoms. In einem Vergleich mehrerer Studien fällt auf, dass die Zahl 
der Fälle mit einer Amer1-Mutation ohne gleichzeitige APC-Mutation verschwindend 
gering ist. Der Anteil von Fällen in denen beide Gene eine Mutation aufweisen, ist 
jedoch wesentlich höher (Abb. 37). Daher lag es nahe, den Amer1 knock-out in den 
Tumoren von APC mutierten Tieren zu analysieren.  
 
 
Abbildung 37: Anteile von APC- und Amer1-Mutationen im kolorektalen Karzinom. Darstellung 
der Anteile von APC- und Amer1-Mutationen im kolorektalen Karzinom, jeweils exklusiv, gemeinsam 
oder weder noch. Die Daten stammen aus verschiedenen Studien zum kolorektalen Karzinom, 
verfügbar auf www.cbioportal.org. Anzahl der Proben pro Studie: TCGA, Nature 2012 (n = 212), 
Genetech, Nature 2012 (n = 72), DFCI, Cell Reports (n = 616), TCGA, PanCancer Atlas 2016  
(n = 594), MSKCC, Cancer Cell 2018 (n = 1134). 
Das murine Standardmodell für Darmkrebs ist die APCmin-Maus. Als erstes, erbliches 
Modell für Darmkrebs wurde diese Maus 1990 in einem Mutagenese-Screen 
identifiziert. Die APCmin-Mäuse weisen im APC-Gen eine heterozygote Nonsense-
Mutation auf, welche am Kodon 850 zu einer Trunkierung führt. In Folge von LOH 
entwickeln diese Tiere multiple intestinale Neoplasien (Min) im gesamten Darm (Moser 
et al., 1990; Su et al., 1992). Dabei schwankt die Anzahl der Tumore zwischen 20-100 
und ist z.B. abhängig von Ernährung, Darmflora und Umgebung. Bei den Tumoren 
handelt es sich hauptsächlich um gutartige Adenome ohne maligne Veränderungen. 
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Invasion und Metastasierung treten in diesem Modell sehr selten auf. Durch die hohe 
Tumorbelastung und entsprechende Folgesymptome, wie Kachexie erreichen die Tiere 
ein maximales Lebensalter von ca. fünf Monaten (Zeineldin & Neufeld, 2013). 
In der vorliegenden Arbeit wurden APCmin-Mäuse mit Amer1 knock-out-Mäusen 
verpaart und die Nachkommen analysiert. Als Kontrolle fungierten Tiere mit APCmin-
Hintergrund ohne Amer1 knock-out. Alle Tiere mit APCmin-Hintergrund, mit und ohne 
Amer1-Deletion, entwickelten Tumore im Darm. In allen untersuchten Tieren mit 
möglichem Amer1 knock-out, konnte dieser auch zweifelsfrei in den Tumoren 
nachgewiesen werden, sowohl in der genomischen DNA, als auch in der mRNA. Die 
Tiere wurden in unterschiedlichen Altersstufen analysiert, mit 3, 4 und 5 Monaten, um 
einen möglichen Einfluss der Amer1-Deletion auf den Krankheitsverlauf oder die 
Tumorprogression feststellen zu können. Jedoch konnte in keinem der untersuchten 
Parameter, wie Anzahl der Tumore, Tumorgröße oder Größenverteilung der Tumore 
ein Einfluss der Amer1-Deletion festgestellt werden. Auch die histologische 
Begutachtung zeigte keine Änderung in der Tumorstruktur oder Hinweise auf einen 
invasiven Charakter der Tumore. Ebenso konnte in den Tumoren mit Amer1-Deletiotion 
keine veränderte Proliferationsrate detektiert werden. Eine immunhistochemische 
Färbung von -Catenin und die Analyse der Wnt-Zielgene LGR5 und Axin2/Conductin 
zeigte klar die Aktivierung des Wnt-Signalweges in den Tumoren, welche jedoch 
ausschließlich auf die APC-Deletion zurückgeht und durch den Amer1 knock-out nicht 
beeinflusst wurde. Es lässt sich also festhalten, dass der knock-out des putativen 
Tumorsuppressors Amer1, entgegen der Hypothese, nicht zu einer gesteigerten 
Tumorgenese geführt hat. Ebenso konnten keine Anzeichen dafür gefunden werden, 
dass der Verlust von Amer1 zur Entstehung von invasiven Tumoren führt. 
Die Gründe eines nicht vorhandenen Effekts der Amer1-Deletion im Kontext des 
Darmkrebses sind nicht eindeutig festzustellen. Zum einen bildet das APCmin-
Mausmodell die humane Erkrankung des kolorektalen Karzinoms nur bedingt ab. 
Menschen mit APC-Mutationen entwickeln hauptsächlich Tumore im Kolon und 
Rektum. Im APCmin-Mausmodell jedoch befindet sich der Hauptteil der Tumore im 
Dünndarm und nur sehr wenige sind im Kolon lokalisiert. Eine Erklärung dafür liefert die 
Entdeckung, dass die basale Wnt-Aktivität im Darm von Mensch und Maus sehr 
unterschiedlich verteilt ist. Die Tumorentstehung benötigt ein „genau richtiges“ Maß an 
Wnt-Aktivität zur Entstehung und Progression (angelehnt an die just-right Hypothese). 
In der Maus mit APCmin-Mutation herrscht dieses richtige Maß im distalen Dünndarm 
vor und führt hauptsächlich dort zur Entstehung von Tumoren. Beim Menschen mit 
APC-Mutation ist die Wnt-Aktivität im Kolon ideal und fördert dort die Entstehung von 
Tumoren (Albuquerque et al., 2002; Leedham et al., 2013). 
Zum anderen gibt es bei der Art der APC-Mutation Unterschiede zwischen der humanen 
Erkrankung und dem hier gewählten Mausmodell (Abb. 38A). Ein Hauptteil der 
Darmkrebspatienten besitzt zufällig auftretende somatische Mutationen in APC, welche 
Diskussion 
83 
vorwiegend in der MCR auftreten. Das APCmin-Mausmodell hingegen hat eine 
Keimbahnmutation in Kodon 850, welches weit vor der MCR liegt. Auch für Amer1 gibt 
es Unterschiede. In dieser Arbeit wurde ein Mausmodell mit vollständigem knock-out 
des Amer1-Gens analysiert, was im humanen kolorektalen Karzinom so nicht auftritt. 
Selten ist z.B. das komplette X-Chromosom deletiert, aber hauptsächlich führen 
Missense-Mutationen und Trunkierungen zum Verlust des Amer1-Proteins (Sanz-
Pamplona et al., 2015). Die Mutationen sind dabei relativ gleichmäßig über die ersten 
600 Aminosäuren des Proteins verteilt und akkumulieren nicht wie bei APC in einer 
bestimmten Region (Abb. 38B). 
 
 
Abbildung 38: Vergleich der Mutationen von APC und Amer1 im kolorektalen Karzinom mit 
den Trunkierungen / Deletionen im verwendeten APCmin-Amer1-Mausmodell (A, B) Das 
Lollipop-Diagramm zeigt die Verteilung der Mutationen in APC und Amer1 im kolorektalen Karzinom. 
Blaue Kästen mit Pfeil zeigen die betreffende Aminosäure und Ort der Trunkierung / Deletion im 
verwendeten APCmin-Amer1-Mausmodell an. Alle Bereiche die nach der Trunkierung / Deletion im 
Mausmodell wegfallen, sind grau hinterlegt. MCR (Mutation cluster region). Min (Multiple intestinale 
Neoplasien). Abbildung mit dem TCGA-PanCancer Datensatz erstellt, verfügbar auf 
www.cbioportal.org. 
In Patienten mit OSCS steht die Lage der Mutation in direktem Zusammenhang mit der 
Ausprägung der Krankheit. Mutationen in Amer1 die in einem verkürzten Protein ohne 
APC-Bindestelle resultierten, waren für männliche Individuen letal. Im Gegensatz dazu 
ermöglichten Mutationen die ein verkürztes Amer1-Protein mit mindestens einer APC-
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Bindestelle zur Folge hatten, das Überleben männlicher Patienten (Jenkins et al., 2009). 
Auch wenn es von der Beobachtung bei OSCS-Patienten keine direkte Übertragung 
zum kolorektalen Karzinom gibt, ist es nicht auszuschließen, dass im komplexen 
Prozess der Tumorentstehung ein sehr feines Gleichgewicht aus richtiger Wnt-
Signalwegaktivität und damit der Art der Mutation, von Bedeutung ist. 
 
Im Zusammenhang des in dieser Arbeit vorliegenden Amer1 knock-outs und der 
auftretenden Amer1-Mutationen im humanen kolorektalen Karzinom, könnte man 
ebenso mit einer eventuellen genetischen Kompensation argumentieren. Während der 
vollständige knock-out im Mausmodell eine genetische Kompensation provoziert, 
lassen die Mutationen im Menschen eine teilweise Funktion des Proteins zu und 
verhindern die Kompensation. 
Ein anderer Erklärungsansatz berücksichtigt das zeitliche Auftreten der Amer1-
Mutation während der kolorektalen Tumorgenese. Bereits Wegert et al. beschreiben die 
Amer1-Mutation zwar als häufiges, aber spätes Ereignis in der Entstehung von Wilms-
Tumoren (Wegert et al., 2009). Auch die Hypothese warum OSCS-Patienten mit einer 
Keimbahnmutation von Amer1 keine Prädisposition für die Entwicklung Krebs haben, 
zielt mitunter auf den Umstand eines sehr späten Auftretens der Amer1-Mutation 
während der Tumorgenese ab. So ist die Krebsentstehung ein komplexer Prozess und 
es müssen diverse Mutationen in einer bestimmten zeitlichen und räumlichen Abfolge 
eintreten, damit sich ein Tumor entwickelt (Jenkins et al., 2009). Man könnte also 
argumentieren, dass die im humanem kolorektalen Karzinom festgestellten Amer1-
Mutationen erst spät während der Tumorentwicklung aufgetreten sind und als 
Passenger-Mutationen keinen Einfluss auf die Tumorinitiation oder -progression gehabt 
haben. Einerseits stünde das im Einklang mit der These, dass die meisten Mutationen 
innerhalb eines Tumors lediglich als Passenger-Mutationen auftreten und nur ein paar 
wenige als Treibermutationen für die Initiation und Progression verantwortlich sind 
(Stratton, Campbell, & Futreal, 2009). Andererseits ist die Frage ob die weniger häufig 
mutierten Gene trotzdem in irgendeiner Form zur Tumorentwicklung beitragen, noch 
nicht abschließend geklärt (Gonzalez-Perez & Lopez-Bigas, 2012). Das ließe für die 
Amer1-Mutation doch noch eine Möglichkeit der Relevanz im kolorektalen Karzinom 
offen, wenn auch zu einem späteren Zeitpunkt in der Tumorentwicklung. 
Es gibt eine Studie, die Amer1 mit dem EMT-Prozess bei Magenkrebs in Verbindung 
bringt (D. Ye et al., 2018). So induzierte die Überexpression von Amer1 in einer 
Magenkrebszellline einen epithelialen Phänotyp. In Kombination mit der Erfassung von 
EMT-Markern schlussfolgerten die Autoren, dass Amer1 wahrscheinschlich den EMT-
Prozess inhibiert. Im Umkehrschluss könnte eine Deletion von Amer1 den EMT Prozess 
beschleunigen, was von den Autoren jedoch nicht untersucht wurde. Denkbar wäre, 
dass die Deletion von Amer1 erst in kolorektalen Tumoren mit mesenchymalem 
Phänotyp, also nach erfolgreicher EMT, eine aktive Rolle spielt. Dazu passen die 
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Ergebnisse von Fukuzawa et al., die festgestellt haben, dass eine Wnt-Aktivierung 
durch den Verlust von Amer1 hauptsächlich in Wilms-Tumoren mit mesenchymalem 
Phänotyp stattfindet (Fukuzawa et al., 2009). Rein hypothetisch könnte Amer1 also im 
kolorektalen Karzinom relevant sein, aber erst nach erfolgter EMT. Eine weitere Studie 
die den Gedanken unterstützt, dass der Verlust von Amer1 erst spät in der 
Tumorentwicklung relevant sein könnte, wurde erst kürzlich veröffentlicht (Zhu et al., 
2019). Die Studie zeigte, dass der Verlust von Amer1 im kolorektalen Karzinom in 
einem engen Zusammenhang mit Tumorinvasion und Metastasierung steht. Diese 
Prozesse werden Wnt-unabhängig über einen Komplex aus Amer1/RhoGDI/CDC42 
vermittelt. CDC42 ist bekannt dafür die Invasion und Migration vieler Krebsarten zu 
fördern. Laut den Autoren ist Amer1 an der Inaktivierung von CDC42 beteiligt und ein 
Verlust von Amer1 führt zu aktiviertem CDC42 und einer gesteigerten Migration und 
Invasion der Tumore. Auch wenn diese Studie den EMT-Prozess nicht thematisiert, so 
liefert sie zusätzliche Hinweise, dass der Verlust von Amer1 in den späteren Schritten 
der kolorektalen Karzinogese relevant sein könnte. 
Für die Untersuchung dieser Hypothese ist das APCmin-Mausmodell jedoch schlecht 
geeignet, da die Tiere aufgrund der hohen Tumorbelastung eine maximale 
Lebenserwartung von 5 Monaten haben und es kaum bzw. gar nicht zu invasiven 
Tumoren, Metastasierung und damit auch EMT kommt.  
5.3 Ausblick 
Auf Grundlage aller bisherigen Studien, war es folgerichtig den Amer1 knock-out im 
Kontext der Darmhomöostase und Darmkrebs zu untersuchen. Ein Merkmal von 
Tumorsuppressorgenen ist, dass der homozygote knock-out oftmals in embryonaler 
Letalität resultiert (Hakem et al., 1996), was für den putativen Tumorsuppressor Amer1 
sicher gezeigt werden konnte (Moisan et al., 2011). Auch die X-chromosomale 
Lokalisation machte Amer1 als potentielles single-hit-Gen zu einem aussichtsreichen 
Kandidaten. In Kombination mit der signifikanten Mutationsrate im humanen 
kolorektalen Karzinom war eine Tumor-supprimierende Rolle auch im murinen 
intestinalen Epithel zu erwarten.  
Auch wenn das APCmin-Mausmodell den humanen Darmkrebs nicht lebensnah 
abbildet, so handelt es sich hierbei um ein Standardmodell der Darmkrebsforschung, 
ist bestens charakterisiert und war daher für diese erste Untersuchung zur Relevanz 
von Amer1 im kolorektalen Karzinom sehr gut geeignet. Keines der erhobenen 
Ergebnisse zeigte einen Einfluss der Amer1-Deletion auf die Darmhomöostase oder die 
Tumorprogression im APCmin-Mausmodell. Was den Schluss nahe legt, dass Amer1 
entweder überhaupt keine Relevanz in diesem Zusammenhang besitzt oder vielleicht 
erst zu einem späteren Zeitpunkt der Tumorentwicklung. Vielleicht könnte eine Analyse 
in Darmkrebs-Mausmodellen mit EMT dort Klarheit schaffen. Auch ein Mausmodell mit 
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APC-Trunkierungen in der MCR-Region und mit konditionaler Deletion im Kolon wäre 
denkbar, um näher an der eigentlich humanen Erkrankung zu sein. In diesem Zuge 
wäre auch über den Wechsel von einem Amer1 knock-out hin zu einem Modell mit 
Darmkrebs-spezifischen Amer1-Mutationen nachzudenken.  
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6 Material 
6.1 Verbrauchsmaterial 
Adhäsionsobjektträger SuperFrost Plus Carl Roth 
Einbettkassette Biopsie Carl Roth 
Einbettkassetten Macro Carl Roth 
Deckgläschen 24 x 60 Carl Roth 
Mikrotomklingen, Schmalband 819 Leica 
Nitrozellulosemembran GE Healthcare 
Röhrchen Polypropylen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio One 
Skalpelle Pfm Medical 
Spritze 1 ml mit Kanüle Termuo 
Zellkulturschalen TPP 
Zellsieb 70 µm Miltenyi Biotec 
Whatman Papier VWR 
 
6.2 Geräte 
Bestrahler - Strahlenquelle Cäsium 137 OB29-4  
Citadelle Citadel 2000 Thermo Scientific 
Elektrophoresekammer für Agarosegele  cti 
Elektrophoresekammer für SDS-Gele  Biorad 
Inkubator  Memmert 
Kamera Durchlicht  DMC2900 Leica 
Lichtmikroskop  DM 5500B Leica 
LuminoImager LAS-3000 Fujifilm 
Mikrotom  RM2255 Leica 
NanoDrop Spektrophotometer  ND_1000 Peqlab 
Pipetten und Pipettierhilfen  Eppendorf 
Schnellkochtopf  Aptum 
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6.3 Chemikalien, Reagenzien und kommerzielle Kits 
Chemikalien: 
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, 
von den Firmen BD Bioscience, Merck, Carl Roth oder Sigma-Aldrich bezogen. 
 
Weitere Chemikalien oder Reagenzien: 
Schüttler Promax 1020 Heidolph 
Spannungsquelle  Biometra 
Strecktisch OTS 40 Medite 
T3 Thermocycler  Biometra 
Tank-Blot System  Biorad 
Thermocycler qPCR CFX96 Biorad 
Thermoschüttler  Eppendorf 
Transilluminator  UVT-28 MP Herolab 
Vortexmischer  Scientific Industries 
Zentrifuge  Fresco 17 Thermo Scientific 
Universalagarose BS20.46 BIOSELL 
Enhanced Chemoluminescence Substrate NEL105001EA Perkin Elmer 
Eosin G wässrig 0,5 % X883.1 Carl Roth 
dNTP Set 100 mM Solutions R0181 Thermo Scientific 
Gel Loading Dye Purple (6x) B7024 New England Biolabs 
GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 Thermo Scientific 
Hämatoxylin (Mayer) T865 Carl Roth 
Protein Assay Dye (Bradford) 500-0006 Bio-Rad  
PageRulerTM Plus Prest. Protein Ladder 26619 Thermo Scientific 
Perjodsäurelösung 1 % HP00.1 Carl Roth 
Roti®-Plast Paraffin 6642 Carl Roth 
Roti®-Histol 6640 Carl Roth 
Roti®-Histokitt 6638 Carl Roth 
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Kommerzielle Kits: 
 
Enzyme: 
 
6.4 Puffer und Lösungen 
Agarosegele 0,5-1,2 % (w/v) in 1x TAE 
Blockierlösung Westernblot 5% Magermilchpulver in 1x PBS 
Blotpuffer (10x) 250 mM Tris 
1,92 M Glyzin 
Citratpuffer 10 mM Citronensäure 
0,05 % TWEEN20 
pH 6 
Epithelzellisolationslösung 
Gesamtfraktion 
Solution B 
2,7 mM KCl 
150 mM NaCl 
1,2 mM KH2PO4 
68 mM Na2HPO4 
1,5 mM EDTA 
frisch dazugeben: 
0,5 mM DTT 
Roti®-Histokitt II T160 Carl Roth 
Schiffs Reagenz X900.1 Carl Roth 
AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit 600559 Agilent Technologies 
iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix 1725121 Bio-Rad 
RNeasy Mini Kit 74104 Qiagen 
QIAshredder 79654 Qiagen 
SignalStain® DAB Substrate Kit 8059 Cell Signaling 
Paq5000 DNA Polymerase 600684 Agilent Technologies 
RNase-Free DNase Set 79254 Qiagen 
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Epithelzellisolationslösung 
Fraktionierung Villi Krypten 
PBS (1x) 
0,5 mM EDTA 
0,5 mM EGTA 
Ethidiumbromid Stammlösung 5 mg/ml in H2O 
Hypotoner Lysepuffer 20 mM Tris 7,5 
1 mM EDTA 
frisch dazugeben: 
1 mM DTT 
1 mM PMSF 
Laemmli-Laufpuffer (10x) 250 mM Tris 
1,92 M Glyzin 
1 % SDS 
NaOH (1M) 20 g NaOH 
ad 500 ml H2O 
Paraformaldehyd (4 %) 4 % (w/v) Paraformaldehyd in 1x PBS 
pH 7,2 – 7,4 
PBS (1x) 137 mM NaCl 
3 mM KCl 
6,5 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
pH 7,4 
PBS (1x) 
Fraktionierung Villi Krypten 
PBS (1x) 
0,5 M MgCl2 
0,5 M CaCl2 
Sammelgel (4%) 0,5 ml Sammelgelpuffer  
0,2 ml 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid  
16 μl APS  
2,5 μl Temed  
1,3 ml H2O 
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl pH 6,8 
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0,4 % SDS 
SDS-Probenpuffer (4x) 20 ml 1 M Tris/HCl pH 6,8 
20 ml 20 % SDS 
1,625 ml 0,5 M EDTA 
20 ml 87 % Glyzerin 
3 ml H2O 
20 mg Bromophenolblau 
4 ml -Mercaptoethanol 
TAE Puffer (1x) 40 mM Tris-Acetat 
1 mM EDTA 
pH 8,0 
TBS (1x) 50 mM Tris 
150 mM NaCl 
pH 7,5 
TBS-BSA TBS (1x) 
1 % BSA 
TBST (1x) TBS (1x) 
0,05 % TWEEN20 
Trenngel (10%) 1,25 ml Trenngelpuffer  
1,25 ml 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid  
30 μl APS  
8 μl Temed  
2,5 ml H2O 
Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl pH 8,8 
0,4 % SDS 
Tris/HCl 60,5 g Tris 
ad 500 ml H2O 
mit konz. HCl auf gewünschten pH einstellen 
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6.5 Oligonukleotide 
Alle Oligonukleotide wurden von Eurofins Genomics bezogen. 
Oligonukleotide für Genotypisierungen und Bestimmung der Villin-Cre-Effizienz: 
Name Sequenz (5’ – 3’) Produkt 
Amer1 
Amer1 F8 TGAGGGACCTCCAGTCACTAAAGT WT 
Flox 
Ko 
468 bp 
313 bp 
371 bp 
Amer1 R7 TCCTGTGACTGACTGCAGAAGTGC 
Amer1 F9 GAATCCTGAGACAGTAAGCACCCA 
Villin-Cre    
oIMR 1878 GTGTGGGACAGAGAACAAACC 
Cre 1100 bp 
oIMR 1879 ACATCTTCAGGTTCTGCGGG 
APC 
APC WT GCCATCCCTTCACGTTAG 
WT 
Min 
619 bp 
331 bp 
APC common antisense TTCCACTTTGGCATAAGGC 
APC min mouse TTCTGAGAAAGACAGAAGTTA 
 
Oligonekleotide für semi-quantitative- und Real-time quantitative PCRs (5‘-3‘): 
Name Sequenz (5’ – 3’) 
Amer1-RT-PCR-fw GTCGGCGCAGAAGACTGCTGT 
Amer1-RT-PCR-rev TAGCGATGCCCAAGACCAGGG 
m_Amer2_fw GCTCCACAGAATTCCCATTG 
m_Amer2_rev TGCTCCTTCTCCGGATGTT 
m_Amer3_fw AAGGCACGGCTTTCCTCT 
m_Amer3_rev AGGTCCTGGCATAGGCTGT 
Ax2 tqm for GCAAACTTTCGCCAACCGTG 
Ax2 tqm rev CTCTGGAGCTGTTCCTTACTGCCC 
m_LGR5-2 fw CCCACTGCAATCAAGACACTCTCCA 
m_LGR5-2 rev TGATAAGAGAAGGGTTGCCTACGAACG 
m_E-Cad_RT_fw  ATCTAAAGCTCCACAAGCTGGA 
m_E-Cad_RT_rev TGATCTGTCACTGTGATCACTA 
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m_N-Cad_RT_fw TAATTCAAGCCACAGACATGG 
m_N-Cad_RT_rev CATCAATAACTGTCACAGACACAG 
mGAPDH_f GAATGGGAAGCTTGTCATCAA 
mGAPDH_r CTTCCACAATGCCAAAGTTGT 
m_-Actin_RT_f GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT 
m_-Actin_RT_r ATAGGAGTCCTTCTGACCCATTC 
6.6 Antikörper 
Primärantikörper Artikelnummer Hersteller Eingesetzte 
Verdünnung 
Maus-anti--Catenin sc-7963 Santa Cruz 1 : 1000 (WB) 
1 : 300 (IHC) 
Kaninchen-anti-Ki67 ab16667 Abcam 1 : 150 (IHC) 
Ratte-anti-Tubulin MCA77G AbD Sero Tech 1 : 1000 (WB) 
 
Sekundärantikörper Artikelnummer Hersteller Eingesetzte 
Verdünnung 
Ziege-anti-Maus-HRP 115-035-146 Dianova 1 : 200 (WB) 
1 : 500 (IHC) 
Ziege-anti-Kaninchen-HRP 111-035-144 Dianova 1 : 200 (WB) 
1 : 500 (IHC) 
6.7 Mauslinien 
Name Beschreibung Referenz 
C57BL/6JRj Wildtyp Janvier Labs 
Amer1 fl/fl (weiblich) 
Amer1 fl/y (männlich) 
Das kodierende Exon von Amer1 ist 
von loxP Stellen flankiert.  
Dr. Martin Sachs, 
nicht publiziert 
Villin-Cre Die Cre-Rekombinase steht unter 
der Kontrolle des Maus Villin 
Promotors, welcher zu einer 
konstitutiven Expression der  
Jackson 
Laboratories 
Stock #004586 
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Cre-Rekombinase im intestinalen 
Epithel führt. 
(Madison et al., 
2002) 
APCMin Funktionsverlustmutante. Mit einer 
chemisch induzierten Punktmutation 
im Codon 850 (T -> A) wurde ein 
Stopcodon im APC Gen erzeugt. 
Dies führt zu einem frühen 
Translationsstopp und dem 
Funktionsverlust von APC. 
Jackson 
Laboratories 
(Moser et al., 1990; 
Su et al., 1992) 
 
6.8 Software 
Neben den Standardprogrammen von Microsoft Office, wurde folgende Software 
verwendet. 
Programm Firma 
Adobe Photoshop CS6 Adobe 
Bio-Rad CFX Manager 3.0 Bio-Rad 
Canvas 9 ACD Systems 
Cell Profiler Open Source 
GraphPad PRISM 8 GraphPad Software 
ImageJ Open Source 
LAS X 3.0.3.16319 Leica Microsystems 
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7 Methoden 
7.1 Mausmethoden 
Alle Mäuse wurden im Präklinisch Experimentellen Tierzentrum (PETZ) Erlangen 
gezüchtet und gehalten. Für die Durchführung der Bestrahlungsexperimente und / oder 
die finale Analyse wurden die Mäuse in den Tierstall des Nikolaus Fiebiger Zentrums 
überführt. Alle Mausstämme haben einen C57BL/6 Hintergrund.  
Alle Mäuse wurden regelmäßig kontrolliert und bei übermäßiger Belastung frühzeitig 
aus dem Versuch genommen. Nach Versuchsende wurden die Mäuse unter 
ansteigender CO2-Atmosphäre betäubt und mit anschließendem Genickbruch getötet. 
 
7.1.1 Verpaarung 
Für die Untersuchung der Rolle von Amer1 im intestinalen Epithel wurde das Cre / loxP-
System verwendet. Mäuse bei denen durch homologe Rekombination das Protein 
kodierende Exon von Amer1 mit loxP-Sequenzen flankiert ist, werden im Folgenden - 
bedingt durch die X-chromosomale Lokalisation von Amer1 – als Amer1 fl/fl (Weibchen) 
bzw. Amer1 fl/y (Männchen) bezeichnet. In der Analyse und den Experimenten wurden 
ausschließlich männliche Mäuse mit dem Genotyp Amer1 fl/y verwendet. Homozygot 
gefloxte Amer1 Weibchen (Amer1 fl/fl) wurden mit Villin-Cre Männchen verpaart, 
welche die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Villin-Promotors exprimierten. 
Durch die Expression der Cre-Rekombinase in intestinalen Epithelzellen von 
heterozygot gefloxten Amer1 Männchen (Amer1 fl/y, Cre) wurde Amer1 gezielt in 
intestinalen Epithelzellen deletiert. 
Darüber hinaus wurden mehrfach-defiziente Mäuse generiert, die eine Deletion von 
Amer1 im intestinalen Epithel sowie eine heterozygote Deletion von APC (APCmin/+) 
aufwiesen. Dazu wurden homozygot gefloxte Amer1 Weibchen welche ebenfalls Villin-
Cre exprimierten (Amer1 fl/fl, Cre) mit APCmin/+ -Männchen verpaart. Die Männlichen 
Nachkommen wiesen sowohl eine Deletion von Amer1 im intestinalen Epithel, als auch 
eine heterozygote Deletion von APC auf (APCmin/+, Amer1 fl/y, Cre). 
Als Kontrolltiere wurden ausschließlich Wurfgeschwister verwendet, die keine 
Expression von Villin-Cre zeigten und es somit zu keiner Exzision des loxP-flankierten 
Allels kommen konnte. Alle Kontrolltiere wurden den gleichen Behandlungen und 
Bedingungen ausgesetzt, wie die Tiere mit der spezifischen Amer1-Deletion. 
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7.1.2 Radioaktive Bestrahlung 
Zur Untersuchung der Regenerationskapazität des Darms in Mäusen mit einer Amer1-
Deletion, wurden diese einmalig mit einer Dosis von 8, 10 oder 14 Gray radioaktiv 
bestrahlt. Anschließend wurden die Tiere beobachtet, täglich gewogen und bei 
übermäßiger Belastung aus dem Versuch genommen. Nach 3 bzw. 7 Tagen wurden 
die Mäuse getötet und der Darm histologisch analysiert. 
 
7.1.3 Darmentnahme und Probenaufbereitung / Swiss-Rolls 
Nach dem Öffnen der Bauchhöhle wurde der Darm komplett vom Magen bis zum Anus 
entnommen. Der Dünndarm wurde in drei gleich lange Abschnitte geteilt (Duodenum, 
Jejunum, Ileum), der Dickdarm in einem Stück belassen. Um den Kot zu entfernen 
wurden alle Darmanschnitte mit kaltem PBS gespült und bis zur anschließenden 
Weiterverarbeitung in kaltem PBS gelagert. Für eine spätere histomorphometrische 
Begutachtung des Darms wurden von jedem Darmabschnitt ca. 3-4 mm lange Stücke 
mit einem Skalpell abgeschnitten und in eine schmale Einbettkassette überführt. Um 
einen Überblick über die Gesamtlänge des Darmes zu gewinnen, wurden Swiss-Rolls 
angefertigt. Dazu wurden die jeweiligen Darmabschnitte mit einer Schere longitudinal 
geöffnet, flach ausgebreitet und um einen Zahnstocher herum, in Richtung proximal - 
distal, aufgerollt. Anschließend wurde die Swiss-Roll mit einer feinen Kanüle fixiert, vom 
Zahnstocher entfernt und in eine Macro-Einbettkassette überführt. Alle histologisch zu 
analysierenden Darmproben wurden über Nacht in 4% PFA bei 4 °C fixiert.  
 
7.1.4 Bestimmung Anzahl und Größe intestinaler Tumore 
Für die Bestimmung der Anzahl und Größe intestinaler Tumore, wurde der Darm wie in 
7.1.3 beschrieben entnommen, aufgeteilt, gesäubert und longitudinal geöffnet. Die 
einzelnen Abschnitte von Dünndarm und Dickdarm wurden neben einem Lineal flach 
ausgebreitet und mit einer Kamera abfotografiert. Das Zählen und Vermessen der 
Tumore erfolgte anschließend vom Foto mittels ImageJ Software. 
 
7.1.5 Entnahme intestinaler Tumorproben 
Um das intestinale Tumorgewebe weiteren Analysen zu unterziehen wurden vom 
dritten Abschnitt des Dünndarms (Ileum) und vom Dickdarm, einzelne Proben 
genommen. Dazu wurde der Darm, wie in 7.1.3 beschrieben entnommen, aufgeteilt, 
gesäubert und longitudinal geöffnet. Während der Probenentnahme wurde das Gewebe 
bei 4 °C gelagert. Mit einem Skalpell wurden vom Dünndarmsegment ca. fünf Tumore 
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abgeschabt und vereinigt. Vom Dickdarm wurden alle vorhandenen Tumore 
entnommen, zerkleinert und vereinigt. Die Tumorproben wurden entweder direkt 
weiterverarbeitet oder in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Proben wurden bis 
zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert. 
 
7.1.6 Isolation intestinale Epithelzellen (IEZ) - Gesamtfraktion 
Zur Isolation intestinaler Epithelzellen aus dem Mausdarm, wurde der vollständige 
Darm entnommen, der Dünndarm zur leichteren Handhabung in mehrere Abschnitte 
geteilt und mit kaltem PBS gespült. Um das Epithel für die Isolationslösung besser 
zugänglich zu machen, wurde der Darm longitudinal aufgeschnitten. Die Dünndarm- 
und Dickdarmstücke wurden separat in ein 15 ml Reaktionsgefäß mit 5 – 10 ml 
Epithelzellisolationslösung „Solution-B“) überführt und 15 min bei 4 °C unter leichtem 
Schütteln inkubiert. Anschließend wurde die Isolationslösung entfernt und 5 ml PBS 
zugegeben. Die Reaktionsgefäße wurden einige Male per Hand sehr stark geschüttelt, 
um ein Ablösen der Epithelzellen zu bewirken. Danach wurden die Darmstücke aus 
dem Reaktionsgefäß entfernt. Um eine maximale Ausbeute zu erzielen, wurden die 
Schritte der Inkubation in Isolationslösung und anschließendem Schütteln in PBS noch 
2 x wiederholt. Im Fall der Dünndarmstücke wurden nur die Zellen aus dem zweiten 
und dritten Isolationsschritt verwendet. Im Fall der Dickdarmstücke wurde die Ausbeute 
aus allen drei Schritten verwendet. Nach erfolgreichem Ablösen der Epithelzellen, 
wurden die Zellen aus allen zwei bzw. drei Isolationsschritten in einem 50 ml 
Reaktionsgefäß vereinigt und für 5 min bei 1200 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der 
Überstand wurde dekantiert und das Pellet in 2 – 5 ml PBS resuspendiert (je nach 
Pellettgröße, die sich vom Dünndarm und Dickdarm sehr stark unterscheiden). Je 1 ml 
der Epithelzellsuspension wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und für 5 min 
bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 
direkt weiterverarbeitet oder in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Proben wurden 
bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert. 
 
7.1.7 Isolation intestinale Epithelzellen (IEZ) 
Fraktionierung in Villi und Krypten 
Zur Isolation intestinaler Epithelzellen aus dem Dünndarm mit anschließender 
Fraktionierung in Villi und Krypten, wurde der Darm wie in 7.1.6 beschrieben 
entnommen, geteilt, gesäubert und longitudinal geöffnet. Die Darmstücke wurden in ein 
15 ml Reaktionsgefäß mit 10 ml Epithelzellisolationslösung (Fraktionierung Villi 
Krypten) überführt und 10 min bei 4 °C unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend 
wurde die Isolationslösung entfernt und 5 ml PBS (Mg2+, Ca2+) zugegeben. Die 
Reaktionsgefäße wurden einige Male per Hand sehr stark geschüttelt, um ein Ablösen 
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der Epithelzellen zu bewirken. Die erhaltene Epithelzellsuspension wurde 
abgenommen und über ein 70 µm Zellsieb gegeben. Dabei können die kleineren 
Krypten das Sieb passieren, während die größeren Villi aufgefangen und anschließend 
mit PBS (Mg2+, Ca2+) vom Sieb gespült werden können. Der Vorgang aus Inkubation 
in Isolationslösung und anschließendem Schütteln in PBS und Fraktionierung über das 
Zellsieb, wurde weitere 7 x wiederholt. Die Fraktionen 3-6 beinhalten angereicherte Villi, 
die Fraktionen 7-8 angereicherte Krypten. Für die folgenden Experimente wurden 
ausschließlich Villi aus den Fraktionen 4 und 5 und Krypten aus den Fraktionen 7 und 
8 in einem 50 ml Reaktionsgefäß jeweils vereinigt und verwendet. Die vereinigten Villi- 
und Kryptenzellsuspensionen wurden für 10 min bei 1200 rpm und 4 °C zentrifugiert. 
Der Überstand wurde dekantiert und das Pellet in 2 ml PBS (Mg2+, Ca2+) resuspendiert. 
Je 1 ml der Villi bzw. Kryptenzellsuspension wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt und für 5 min bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Pellet direkt weiterverarbeitet oder in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. Die Proben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert. 
 
7.2 Histologie 
7.2.1 Paraffinschnitte 
Für die histologische Begutachtung des Darms wurden frisch isolierte Proben, wie in 
7.1.3 beschrieben über Nacht in 4% PFA bei 4 °C fixiert und am nächsten Tag über 
eine aufsteigende Alkoholreihe 30%, 50%, 80% EtOH für je eine Stunde bei 
Raumtemperatur dehydriert und bis zur Weiterverwendung im 80% Ethanol bei 4 °C 
gelagert. Weitere Dehydratations- und Paraffinierungsschritte wurden automatisiert in 
der Citadelle durchgeführt, wobei die Proben jeweils in 80 % EtOH, 2 x 96 % EtOH,  
2 x Isopropanaol, 2 x Xylol und 2x in 60 °C warmen Paraffin inkubiert wurden. 
Anschließend wurden die Darmproben in Paraffin eingebettet und mit einem Mikrotom 
Gewebeschnitte in einer Dicke von 5 µm angefertigt. Die Schnitte wurden auf die 
Oberfläche eines Wasserbades (45 °C) gelegt, um eventuelle Falten im Gewebe zu 
glätten und danach auf einen beschichteten Objektträger aufgenommen. Die 
Objektträger wurden entweder über mehrere Stunden auf einer 40 °C Wärmeplatte oder 
über Nacht bei 37 °C in einem Wärmeschrank getrocknet und bis zur weiteren 
Verwendung bei 4 °C gelagert. Vor dem Färben wurden die paraffinierten Schnitte 
durch Behandlung mit Roti®-Histol (3 x 10 min) entparaffiniert, gefolgt von einer 
absteigenden Alkoholreihe (2 x 5 min 100%, 2 x 3 min 96%, 3 min 70% EtOH) zur 
Rehydratation des Gewebes.  
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7.2.2 HE (Hämatoxylin-Eosin) Färbung 
Für die histologische Beurteilung des Gewebes wurden die Schnitte mit Mayers 
Hämatoxylin und Eosin (HE) Färbung gefärbt. Hämatoxylin färbt saure 
Gewebestrukturen, wie z.B. Zellkerne bläulich. Eosin färbt eosinophile 
Gewebestrukturen, wie z.B. das Zytoplasma, Kollagen und Elastin rötlich. Die Schnitte 
wurden nach der Entparaffinierung und absteigenden Alkoholreihe (beschrieben in 
7.2.1) kurz in ddH2O getaucht und anschließend für 6 min in Hämatoxylin gefärbt. 
Darauf folgte ein 10-minütiger Waschschritt unter fließendem Leitungswasser und die 
Färbung mit Eosin für 3 min. Die Schnitte wurden kurz in ddH2O gespült und mit einer 
aufsteigenden Alkoholreihe (1 min 70 %, 2 x 1 min 96 %, 2 x 5 min 100 %) dehydriert. 
Danach wurden die Schnitte 2 x 5 min in Xylol inkubiert und mit Roti®-Histokitt II 
eingedeckelt. 
 
7.2.3 PAS (Perjodsäure-Schiffsches Reagenz) Färbung 
Für die Quantifizierung der Becherzellen im intestinalen Epithel wurden die Schnitte 
einer PAS-Färbung unterzogen. Die PAS-Färbung ist eine Methode zum Nachweis von 
Glykolgruppen in Gewebeproben. PAS-positiv reagieren z.B. neutrale 
Mukopolysaccharide, Muko- und Glukoproteine und Glykogen. Die 
schleimproduzierenden Becherzellen werden dadurch pink eingefärbt. Die Schnitte 
wurden nach der Entparaffinierung und absteigenden Alkoholreihe (beschrieben in 
7.2.1) kurz in ddH2O getaucht und anschließend 10 min mit Perjodsäure hydrolisiert. 
Darauf folgte ein 10-minütiger Waschschritt mit Leitungswasser und eine Spülung in 
ddH2O für 2 x 2 Minuten. Die anschließende Färbung mit Schiffs Reagenz erfolgte für 
20 min. Danach wurden die Schnitte mit warmem Leitungswasser für 5 min gewaschen 
und im Anschluss kurz mit ddH2O gespült. Die Gegenfärbung mit Hämatoxylin erfolgte 
für 1 min mit anschließendem bläuen unter fließendem Leitungswasser für 10 Minuten. 
Die Schnitte wurden kurz in ddH2O gespült und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (1 
min 70 %, 2 x 1 min 96 %, 2 x 5 min 100 %) dehydriert. Danach wurden die Schnitte  
2 x 5 min in Xylol inkubiert und mit Roti®-Histokitt II eingedeckelt. 
 
7.2.4 Immunhistochemische Färbung  
Für die immunhistochemische Färbung der Schnitte, wurden diese wie in 7.2.1 
beschrieben entparaffiniert, gefolgt von einer absteigenden Alkoholreihe und einem  
5-minütigen Waschschritt in ddH2O. Zur Epitop-Demaskierung wurden die Schnitte für 
ca. 20 min in Citratpuffer in einem Schnellkochtopf gekocht und nach dem Abkühlen 
kurz in ddH2O gewaschen. Anschließend erfolgte die Blockierung der endogenen 
Peroxidase mittels Inkubation in 3 % H2O2 in ddH2O für 5 min. Nach dreimaligem 
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Waschen in TBST-T für jeweils 5 min wurden unspezifische Bindungsstellen durch 
Inkubation mit 1 % BSA / TBS für 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer 
geblockt. Es folgte ein weiterer Waschritt mit 3 x 5 min in TBST. Der Primärantikörper 
wurde in 1 % BSA / TBS verdünnt und die Schnitte darin über Nacht in einer feuchten 
Kammer bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Schnitte 3 x 5 min in TBST 
gewaschen und anschließend mit einem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper in einer 
feuchten Kammer für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem erneuten 
Waschschritt für 3 x 5 min in TBST wurde die Peroxidaseaktivität mit dem SignalStain® 
DAB Substrate Kit detektiert. Die Schnitte wurden anschließend 2 x in ddH2O 
gewaschen, mit Hämatoxylin für 2 min gegengefärbt und für 15 min unter fließendem 
Wasser erneut gewaschen. In einem letzten Schritt erfolgte die Dehydratation über eine 
aufsteigende Alkoholreihe (80 % EtOH, 2 x 2 min 100 % EtOH, 2 x 5 min Isopropanol, 
2 x 5 min Xylol) und anschließendem eindeckeln mit Roti®-Histokitt II.  
 
7.2.5 Morphometrische Analyse des Darmepithels 
Zur Bestimmung der morphologischen Parameter Villus Länge, Krypten Tiefe, 
Submukosa- und Muskularis Dicke in den vier Darmabschnitten Duodenum, Jejunum, 
Ileum und Colon, wurden HE-gefärbte Schnitte herangezogen. Pro Maus und 
Darmabschnitt wurden je sechs Schnitte mit einem Lichtmikroskop in unterschiedlichen 
Vergrößerungen fotografiert. Die Messung der morphologischen Parameter erfolgte 
anschließend am Computer mit dem Programm ImageJ, wobei pro Schnitt drei 
Messpunkte vermessen wurden. 
 
7.2.6 Automatisierte Quantitative Bildanalyse 
Die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbung aus 7.2.4 wurden zum Teil 
quantifiziert. Dazu wurden die Schnitte mit einem Lichtmikroskop und einem 10er-
Objektiv automatisiert fotografiert und die Bilder mittels Cell-Pofiler-Software analysiert. 
Die Software erkennt und zählt automatisch zum einen alle HE-gefärbten (blauen) 
Zellkerne, welches die Gesamtzahl aller Zellen pro Bild widerspiegelt. Zum anderen 
werden alle DAB-positiven (braunen) Strukturen erkannt, welche die jeweilige 
spezifische immunhistochemische Färbung darstellen. Der Quotient aus DAB-positiven 
Zellen und der Gesamtzellzahl pro Bild, ergibt die relative Anzahl DAB-positiver Zellen 
pro Bild. 
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7.3 Molekularbiologische Methoden 
7.3.1 DNA Analysen 
7.3.1.1 Isolierung genomischer DNA (gDNA) aus Mausschwanzbiopsien 
Mausschwanzbiopsien wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 200 µl 50 mM NaOH 
für 20 min bei 95 °C unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend wurden die 
Proben kurz gevortext und 6 min bei 11.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in 
ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 50 µl Tris pH 7,6 versetzt. Die gDNA 
wurde 1:25 mit Ultra PureTM-Wasser verdünnt. Zur Genotypisierung der Mäuse wurden 
5 µl pro PCR-Ansatz verwendet. 
 
7.3.1.2 Isolierung genomischer DNA (gDNA) aus intestinalem Mausgewebe 
Zur Kontrolle der Villin-Cre induzierten Deletion von Amer1 im Darmepithel wurde gDNA 
von intestinalen Epithelzellen und Tumoren isoliert. Dazu wurden die pelletierten 
Epithelzellen aus 7.1.6 bzw. die entnommenen Dünndarm- und Dickdarmtumore aus 
7.1.5 in 150 µl – 300 µl 50 mM NaOH (je nach Größe des Pellets bzw. der Tumore) für 
25 min bei 95 °C unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend wurden die Proben 
kurz gevortext und 6 min bei 11.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 
1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 38 µl – 75 µl Tris pH 7,6 (je nach 
Ausgangsvolumen von NaOH) versetzt. Die gDNA wurde 1:30 mit Ultra PureTM-Wasser 
verdünnt. Es wurden 5 µl pro PCR-Ansatz verwendet. 
 
7.3.1.3 PCR (Polymerase-Kettenreaktion) 
Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur Genotypisierung transgener Mäuse und 
Kontrolle der Villin-Cre induzierten Deletion von Amer1 im Darmepithel eingesetzt. Der 
PCR Ansatz erfolgte mit den in Kapitel 6.5 angegebenen Primern und der Paq 5000 
Polymerase und wird in der anschließenden Tabelle zu jeder PCR im Detail erklärt. Die 
PCR-Reaktion erfolgte in T3-Thermocycler-Blöcken unter folgenden Bedingungen: 
 
initiale Denaturierung 95 °C 2 min  
 Denaturierung 95 °C 20 s  
 Annealing Tm x °C 20 s x Zyklen 
 Elongation 72 °C 30 s / kb  
finale Elongation 72 °C 2 min  
  4 °C ∞   
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 Konzentration Oligonukleotide Reaktionsansatz Tm, Zyklen 
G
e
n
o
ty
p
is
ie
ru
n
g
e
n
 
50 µM 
50 µM 
Amer 1 F8 
Amer 1 R7 
H2O 
10x Paq Puffer 
dNTPs (10 mM) 
Primer A 
Primer B 
Paq 5000 Polymerase  
gDNA 
∑ 
11,8 µl 
2,0 µl 
0,6 µl 
0,2 µl 
0,2 µl 
0,2 µl 
5,0 µl 
20 µl 
Tm = 56 °C 
Zyklen = 37 x 
20 µM 
20 µM 
oIMR 1878 
oIMR 1879 
H2O 
10x Paq Puffer 
dNTPs (10 mM) 
Primer A 
Primer B 
Paq 5000 Polymerase  
gDNA 
∑ 
10,6 µl 
2,0 µl 
1,0 µl 
0,6 µl 
0,6 µl 
0,2 µl 
5,0 µl 
20 µl 
Tm = 64 °C 
Zyklen = 39 x 
20 µM 
20 µM 
50 µM 
APC WT 
APC common antisense 
APC min mouse 
H2O 
10x Paq Puffer 
dNTPs (10 mM) 
Primer A 
Primer B 
Primer C 
Paq 5000 Polymerase 
gDNA 
∑ 
10,9 µl 
2,0 µl 
1,0 µl 
0,3 µl 
0,3 µl 
0,3 µl 
0,2 µl 
5,0 µl 
20 µl 
Tm = 55 °C 
Zyklen = 34 x 
V
il
li
n
-C
re
 E
ff
iz
ie
n
z
 50 µM 
50 µM 
50 µM 
Amer 1 F8 
Amer 1 R7 
Amer 1 F9 
H2O 
10x Paq Puffer 
dNTPs (10 mM) 
Primer A 
Primer B 
Primer C 
Paq 5000 Polymerase 
gDNA 
∑ 
11,8 µl 
2,0 µl 
0,6 µl 
0,2 µl 
0,2 µl 
0,2 µl 
0,2 µl 
5,0 µl 
20 µl 
Tm = 66 °C 
Zyklen = 34 x 
 
7.3.1.4 Gelelektrophorese 
Die erhaltenen PCR-Produkte wurden elektrophoretisch der Größe nach in einem  
1 - 1,5 %igen Agarosegel aufgetrennt. Der Agaroselösung wurde nach dem Aufkochen 
0,25 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt, um die DNA später im UV-Spektrum sichtbar zu 
machen. Die PCR-Proben wurden mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und auf das 
Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 125 V durchgeführt. Die 
Detektion der Banden erfolgte mittels UV-Licht am Transilluminator. 
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7.3.2 RNA Analysen 
7.3.2.1 Isolierung von RNA aus intestinalem Mausgewebe 
Zur Analyse der Genexpression in intestinalen Epithelzellen und Tumoren, wurde die 
RNA unter Verwendung des RNeasy Mini Kits isoliert. Das Epithelzellpellet bzw. die 
Tumorprobe wurden mit 350 µl – 600 µl RLT Puffer versetzt und einige Male auf- und 
abpipettiert. Anschließend wurde die Suspension zur Homogenisierung des Gewebes 
über eine QIA-Shreddersäule gegeben. Die weitere Isolation erfolgte nach 
Herstellerangaben. Zusätzlich wurde ein optionaler DNase-Verdau mit dem RNase-
Free DNase Set, ebenfalls nach Herstellerangaben, durchgeführt. Die isolierte RNA 
wurde in 30 µl Ultra PureTM-Wasser zwei Mal von der Säule eluiert. Anschließend wurde 
die Konzentration unter Verwendung eines Spektralphotometers bestimmt.  
 
7.3.2.2 Reverse Transkription der RNA in cDNA 
Für die cDNA Synthese wurde der AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit nach 
Herstellerangaben verwendet. Es wurden die im Kit enthaltenen Random Primer 
genutzt. Pro Probe wurden 0,5 µg RNA in die RT-Reaktion eingesetzt. Nach 
erfolgreicher Transkription wurde die cDNA mit 30 µl Ultra PureTM-Wasser verdünnt und 
je 1 µl – 1,5 µl in die semi-quantitative bzw. quantitative Realtime-PCR eingesetzt. 
 
7.3.2.3 Semi-quantitative RT-PCR 
Für die semi-quantitative RT-PCR wurde pro Probe je 1 µl der in 7.3.2.2 synthetisierten 
cDNA eingesetzt. Der PCR Ansatz erfolgte mit den in Kapitel 6.5 angegebenen Primern 
und der Paq 5000 Polymerase: 
 
Reaktionsansatz 
H2O 
10x Paq Puffer 
dNTPs (10 mM) 
Primer A (20 µM) 
Primer B (20 µM) 
Paq 5000 Polymerase  
cDNA 
∑ 
15,6 µl 
2,0 µl 
0,4 µl 
0,4 µl 
0,4 µl 
0,2 µl 
1,0 µl 
20 µl 
 
Die PCR-Reaktion erfolgte in T3-Thermocycler-Blöcken unter folgenden Bedingungen, 
wobei sich die Anzahl der Zyklen an der Expressionsstärke des jeweiligen Gens 
orientierte und sich zwischen 24 und 32 Zyklen bewegte. 
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initiale Denaturierung 95 °C 2 min  
 Denaturierung 95 °C 20 s  
 Annealing Tm 60 °C 20 s x Zyklen 
 Elongation tE 72 °C 30 s / kb  
finale Elongation 72 °C 2 min  
  4 °C ∞   
 
7.3.2.4 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 
Zur Durchführung einer quantitativen real-time PCR wurde der iTaq™ Universal 
SYBR® Green Supermix und die in Kapitel 6.5 angegebenen Primer verwendet: 
 
Reaktionsansatz 
SYBR® Green 
Primer A (20 µM) 
Primer B (20 µM) 
cDNA 
H2O 
∑ 
10 µl 
0,4 µl 
0,4 µl 
1,0 – 1,5 µl 
7,7 – 8,2 µl 
20 µl 
 
Die Reaktion wurde im CFX96 qPCR System von BioRad durchgeführt und dabei 
folgendes Programm verwendet: 
 
initiale Denaturierung 95 °C 3 min  
 Denaturierung 95 °C 3 s 
39 Zyklen 
 
Annealing / 
Elongation  
60 °C 23 s 
 Schmelzkurve 65 °C – 95 °C 0,5 °C/5 s 
 
Die Quantifizierung der Expressionsdaten erfolgte mit Hilfe des ΔΔCt-Methode (Livak 
& Schmittgen, 2001). 
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7.4 Proteinbiochemische Methoden 
7.4.1 Herstellung von Proteinextrakten aus intestinalen Epithelzellen 
Zur Gewinnung von Zytoplasmalysaten aus intestinalen Epithelzellen wurde das 
Epithelzellpellett aus 7.1.6 bei 4 °C aufgetaut, mit 100 µl – 200 µl hypotonem Lysepuffer 
(abhängig von der Pellettgröße) versetzt und einige Male auf- und abpipettiert. Die 
Proben wurden 35 min bei 4 °C lysiert. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation für  
15 min bei 13.000 rpm und 4 °C. Der Überstand wurde in ein frisches 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt. Die relativen Proteinmengen wurden in einem 
Bradfordassay ermittelt. 
 
7.4.2 Bestimmung der relativen Proteinmenge 
Zur Bestimmung der relativen Proteinmenge wurden 5 µl Lysat mit 1 x Bradfordreagenz 
gemischt und die Absorption bei 595 nm spektrophotometrisch bestimmt. Die zu 
vergleichende Proben wurden aneinander angeglichen und mit 4x SDS-Probenpuffer 
versetzt. Die Proben wurden entweder direkt im Westernblot verwendet oder bei -20 °C 
gelagert. 
 
7.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach 
ihrem Molekulargewicht. Es wurde ein Polyacrylamidgel, bestehend aus Trenn-und 
Sammelgel (Kapitel 6.4) gegossen, in die dafür vorgesehenen Apparaturen der 
Elektrophoresekammer für SDS-Gele eingebaut und die Kammer mit 1x Laemmli-
Laufpuffer befüllt. Die mit SDS-Probenpuffer versetzten Lysate wurden für 5 min bei  
95 °C denaturiert und kurz abzentrifugiert. Je nach Taschengröße des Gels wurde ein 
Probenvolumen zwischen 20 - 30 µl geladen. Zur späteren Bestimmung der 
Molekulargewichte der geladenen Proben wurden zusätzlich 5 µl eines Protein-
Größenstandards pro Gel aufgetragen. Die Elektrophorese startete bei einer Spannung 
von 100 V für ca. 20 min (Sammelgel) und wurde bei 130 V für ca. 90 min (Trenngel) 
fortgesetzt, bis die Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte. 
 
7.4.4 Westernblot 
Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert. Dazu wurde das Polyacrylamidgel zusammen mit 
einer Nitrozellulosemembran und Whatman Papier in eine Blotkammer eingebaut und 
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diese mit 1x Blotpuffer (+ 10 % Methanol) befüllt. Die Übertragung auf die Membran 
erfolgte bei 4 °C und einer Spannung von 330 mA pro Blotkammer. Im Anschluss 
wurden unspezifischer Bindestellen auf der Membran für 1 h mit einer 5 %igen Milch-
Blockierlösung blockiert. Über Nacht und 4 °C erfolgte die Inkubation mit dem 
Primärantikörper. Der Primärantikörper wurde je nach Angaben des Herstellers 
entweder in einer 5 % Milchlösung oder einer TBST-BSA Lösung verdünnt. Zur 
längeren Haltbarkeit wurde den Lösung 3 mM NaN3 zugesetzt. Am nächsten Tag wurde 
die Membran 5 x für je 5 min in 1x PBS gewaschen und anschließend für 1h bei 
Raumtemperatur mit einem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert. Der 
Sekundärantikörper wurde je nach Angaben des Herstellers in einer 5 % Milchlösung 
verdünnt. Danach folgten weitere 5 Waschschritte für je 5 min in 1x PBS. Die Detektion 
der Proteine auf der Membran erfolgte mittels Enhanced Chemoluminescence 
Substrate, welches nach Herstellerangaben verwendet wurde und einem 
LuminoImager. 
 
7.5 Statistik 
Statistische Analysen wurden unter Verwendung der Standardfunktionen der 
Programme Microsoft Excel sowie GraphPad PRISM durchgeführt. Signifikanzen 
wurden mittels 2-seitigem T-Test ermittelt (∗ p ≤ 0.05; ∗∗ p ≤ 0.01; ∗∗∗p ≤ 0.001). Die 
Daten wurden als ± Standardabweichung dargestellt. 
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9 Anhang 
9.1 Abkürzungsverzeichnis 
Abb. Abbildung 
AKF Aberrante Krypten Foci 
Amer APC membrane recruitment 
APC Adenomatous polyposis coli 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
AS Aminosäure 
Asef APC-stimulated guanine nucleotide exchange factor 
ARHGEF Rho guanine nucleotide exchange factor 
bp Basenpaar 
BSA Bovines Serum Albumin 
CDC42 Cell division control protein 
cDNA Complementary DNA 
CIMP CpG island methylator phenotype 
CIN Chromosomale Instabilität 
CK1 Casein kinase 1 
ddH2O Doppelt destilliertes Wasser 
DKK Dickkopf 
DNA Desoxyribonucleic acid 
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 
DTT Dithiotreitol 
Dvl Dishevelled 
EB1 End binding protein 
EDTA Ethylendiaminteraacetat 
EGTA Ethylenglycol-tetraessigsäure 
EMT Epitheliale mesenchymale transition 
FAK Focal adhesion kinase 
FAP Familiäre adenomatöse Polyposis 
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FZD Frizzled 
g Gramm 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
gDNA Genomische DNA 
GFP Green fluorescent protein 
GSK3/ Glykogensynthase-Kinase 3/ 
Gy Grey 
h Stunde 
HE Hämatoxylin-Eosin 
HNPCC Hereditäres non-polypöses Kolonkarzinom 
HPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 
IEL Intraepitheliale Neoplasien 
IEZ Intestinale Epithelzellen 
IHC Immunhistochemie 
ISH In situ-Hybridisierung 
IQGAP1 IQ-motif-containing GTPase activation protein 1 
KAP3 Kinesin associated protein 
kDa Kilodalton 
KEAP Kelch-like ECH-associated protein 
LEF Lymphoid enhancer-binding factor  
LGR5 Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 
LOH Loss of heterozygosity  
LoxP Locus of crossing over 
LRP5/6 Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6 
µ Micro 
M Milli 
M Molar 
MCR Mutation cluster region 
min Minute 
Min Multiple intestinale Neoplasien 
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ml Milliliter 
MMR DNA-Mismatch-Reparatur 
mRNA Messenger RNA 
MSI Mikrosatelliteninstabilität 
MTMR Myotubulin related protein 
mTOR Mechanistic target of rapamycin 
n Nano 
NRF2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 
OSCS Osteopathia striata with cranial sclerosis 
PBS Phosphate buffered saline 
PCR Polymerase chain reaction 
PETZ Präklinisch Experimentellen Tierzentrum 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PtdIns(4,5)P2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphospha 
PFA Paraformaldehyd 
PP2A Protein phosphatase 2 
RhoGDI Rho GDP-dissociation inhibitor  
RNA Ribonukleinsäure 
RNF43 Ring finger protein 43 
rpm Revolutions per minute 
RT Raumtemperatur 
qRT-PCR Quantitative Realtime PCR 
s Sekunde 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SSCP Single strand conformation polymorphism 
Ser Serin 
TAE Tris-Acetat-EDTA 
TA-Zelle Transit-amplifizierende Zelle 
TBS Tris-buffered saline 
TCGA The Cancer Genome Atlas 
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TCF T-cell specific transcription factor 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
Thr Threonin 
-TrCP -Transducin repeat containing protein 
TRIM28 Tripartite motif-containing 28 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
UV Ultraviolett 
V Volt 
WT Wildtyp 
WT1 Wilms-tumor protein 1 
WTX Wilms Tumor on the X-Chromosome 
w/v Gewicht/Volumen 
ZNRF3 Zinc and Ring Finger 3 
°C Grad Celsius 
 
